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略語表
本文中では以下の略語を用いる．
AM 5 antibiotic medium 5 抗生物質検査用培地 5
BGA Bacillus subtilis BGA バチルスサブチルス BGA 試験菌
CCD colony collapse disorder 蜂群崩壊症候群
ce collision energy コリジョンエナジー
cep collision cell entrance potential コリジョンセル電圧
CPFX ciprofloxacin シプロフロキサシン
CV the inter-assay coefficients of variation 相対標準偏差
DFX difloxacin ジフロキサシン
DMZ dimetridazole ジメトリダゾール
DNFX danofloxacin ダノフロキサシン
dp declustering potential オリフィスプレートにかかる
電圧
ERFX enrofloxacin エンロフロキサシン
FL fluorescence detection 蛍光検出器
GC gas chromatography ガスクロマトグラフィー
HLB カラム hydrophilic-lipophilic-balanced
column
逆相ポリマー系カラム
HMMNI 2-hydroxymethyl-1-methyl
-5-nitroimidazole
2-ヒドロキシメチル -1-メチル -5-
ニトロイミダゾール
IPZ ipronidazole イプロニダゾール
IPZ-OH 1-methyl-2-(2’-hydroxyisopropyl)
-5-nitroimidazole
1-メチル -2-(2’-ヒドロキシイソプ
ロピル )-5-ニトロイミダゾール
LC liquid chromatography 液体クロマトグラフィー
LLA lab-lemco agar ラブ－レムコ 寒天培地
LOD limit of detection 検出限界値
LOQ limit of quantitation 定量下限値
MAX カラム mixed-mode anion-exchange column 逆相ミックスモード陰イオン交
換型カラム
MCX カラム mixed-mode ation-exchange column 逆相ミックスモード陽イオン交
換型カラム
MNZ metronidazole メトロニダゾール
vMNZ-OH 1-(2-hydroxyethyl)-2-hydroxymethyl
-5-nitroimidazole
1-(2-ヒドロキシエチル )-2-ヒドロ
キシメチルニトロイミダゾール
MRL maximum residue limit 残留基準値
MRM multiple-reaction monitoring
MS mass spectrometry 質量分析計
MS/MS tandem mass spectrometry タンデム型質量分析計
NFPA nonafluoropentanoic acid ノナフルオロペンタン酸
NH2 カラム aminopropyl column アミノプロピル相陰イオン交換
型カラム
NRFX norfloxacin ノルフロキサシン
OBFX orbifloxacin オルビフロキサシン
PSA カラム primary secondary amine column 1 級，2 級アミン相陰イオン交換
型カラム
QuEChERS quick, easy, cheap, effective, rugged,
and safe
クエッチャーズ法
RNZ ronidazole ロニダゾール
SEM standard error of the mean 標準偏差
SRFX sarafloxacin サラフロキサシン
WAX カラム mixed-mode weak anion-exchange
column
逆相ミックスモード弱陰イオン
交換型カラム
WCX カラム mixed-mode weak cation-exchange
column
逆相ミックスモード弱陽イオン
交換型カラム
1緒言
蜂蜜は，古代から食品の貴重な甘味源や調味料として用いられてきた (Inoue, 1980)．
近年，食生活の向上に加え健康志向の高まりとともに，世界中でその消費量は増大し
ている．養蜂業では，蜂蜜の安定供給のため，蜜蜂の飼育管理を徹底させ，蜂蜜の生
産を確保しなければならない．他の家畜同様に，蜜蜂にも種々の病気があり，その主
なものは微生物感染によるものである．それらの疾病の予防・治療のため，動物用医
薬品が使用される (Figure 1) (Bailey et al., 1968, Genersch et al., 2010, Takeba et al.,
1995)．かつて Paenibacillus larvae によるアメリカ腐蛆病と Mellisococcus pluton によ
るヨーロッパ腐蛆病の予防および治療に，サルファ剤，テトラサイクリン系およびマ
クロライド系抗生物質を給餌の形で摂取させていた (Martel et al., 2006)．しかしなが
ら，原因菌がこれらの抗菌薬に対して耐性を獲得してきた (Alippi et al., 2005，
Mutinelli, 2003)．現在，これらの薬物に代わり，フルオロキノロン系合成抗菌薬が養
蜂で用いられている (Durden et al.，2010)．
加えて，養蜂業での新たな懸案として，突然蜜蜂がいなくなる蜂群崩壊症候群
(Colony collapse disorder; CCD，別名；いないいない病 ) が発生し，養蜂家だけでなく，
蜜蜂を受粉媒介に用いている農業生産にも深刻な影響を与えている (Chen et al., 2008,
Stokstad, 2007)．その原因は複合的なものと考えられており，その中でも原虫，細菌，
ウィルス，真菌およびダニによる感染症が大きな要因の一つと推測されている
(Oldroyd, 2007)．これらの感染症による蜜蜂の減少を防止するため，養蜂では動物用
医薬品に依存する状態に陥っている．さらに，CCD を誘発することが指摘されている
真菌症のノゼマ病の治療で，新たに 2 系統の薬物，フマギリンおよびニトロイミダゾ
ール系駆虫薬が使用されるようになった (Katznelson et al., 1952，Louise et al.，2001，
McCowen et al.，1951, Sakamoto et al.，2011，Zhou et al.，2007)．
これら蜜蜂の種々の病気の起因微生物は，ヒトへは直接影響を及ぼさない．その一
方で，治療目的に使用されたこれらの薬物が，休薬期間の不履行および過剰投与など
の不適正使用あるいは巣の汚染など意図しない薬物の循環で蜂蜜中に残留する．この
薬物残留は，抗菌薬への薬剤耐性菌の出現，菌交代症およびアナフィラキシーショッ
ク等のアレルギー誘発というヒトへの健康被害の一因となる．さらに，発がん性に加
え変異原性などの遺伝毒性も重大な問題となる (Al-Waili et al., 2012, Gorla et al., 1999,
Paige et al., 1997, Tillotson et al., 2006, Turnidge, 2004, Velicer et al., 2004)．
2Figure 1 The concept of this study.
しかしながら，これらの動物用医薬品に対して蜂蜜の食品衛生上の安全対策を行っ
ている国は，現在でもほとんどない．EU，オーストラリア，カナダおよびインドにお
いてのみ，かつて使用されていたテトラサイクリン系抗生物質，クロラムフェニコー
ルおよびマクロライド系抗生物質に対する蜂蜜中の残留基準値が設定され，これら薬
物の規制が行われたに留まる．2008 年の FAO／WHO 合同会議において養蜂で用いら
れている薬物の一日摂取許容量が提示された．つまり，既存の薬物だけでなく新規の
薬物に対しても，蜂蜜の食品衛生上の安全性を確保するための国際的な体制構築が始
められている．
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3分析技術の進歩は，以前の技術では検出できなかったレベルでの分析を可能として
いる．この様な技術的な背景から現在では，数値化による残留規制が主流になってい
る．我が国では，生産段階で「飼料の安全性の確保および品質の改善に関する法律
(2007 改正 ) 」および「薬事法 (2011 改正 ) 」により，これらの薬物の使用を規制し，
対象薬物，その用法・用量および出荷前の休薬期間などが定められている．これらの
法律で蜜蜂への使用が認められているのは，アメリカ腐蛆病へのミロサマイシンおよ
び蜜蜂ダニへのアミトラズとフルバリネートのみである．一方，消費段階では，「食品
衛生法 (2009 改正 ) 」に基づき，蜂蜜でもその薬物残留量が規定されている．2006 年
以前の我が国では，「畜水産食品中からこれらの動物用医薬品が検出されてはならな
い」，すなわち「ゼロ規制」であった．しかしながら，分析技術の進歩を基に，「ポジ
ティブリスト」が施行された．このリストでは，食品ごとに約 300 種類の動物用医薬
品に対し，残留基準値 (Maximum Residue Limit；MRL) が設定された．このリストで
蜂蜜に 40 種類の薬物で MRL が設定された (Table 1)．
Table 1 MRLs of veterinary drugs on honey in Japan.
Analytes MRL, g/kg Analytes MRL, g/kg Analytes MRL, g/kg
Altrenogest 3 Dimetridazole Not-detected level Nafcillin 50
Amitraz 200 Dipropyl 4 Notgestmet 0.1
Amoxicillin 8 Emamectionbenzoate 0.5 Oxytetracyclin 300
Ampicillin 9 Famphur 20 Chlortetracycline (The sum of
Benzylpenicillin 4 Fenitrothion 2 Tetracycline three drugs)
Betamethasone 0.3 Fipronil 50 Piperazine 50
Brotizolam 1 Fluvalinate 50 Prednisolone 0.7
Chloramphenicol Not-detected level Flumethrin 5 Ronidazole Not-detected level
Clenbuterol Not-detected level Glycalpyramide 30 Thiabendazole 20
Clostebol 0.5 Lasalocid 5 Trenbolone Acetate Not-detected level
Clorsulon 20 Metoclopramid 5 Trichlorfon 4
Chlormadinone 2 Metronidazole Not-detected level Warfarin 1
Coumaphos Not-detected level Mirosamycin 50 Zeranol 2
Dexamethasone Not-detected level
一方，本リストで MRL 値が未設定の薬物の残留値は，蜂蜜中 10 g/kg を上限にし
た基準値 (一律基準値 ) で規制される．ただし，動物用医薬品のうち，抗菌薬につい
ては薬剤耐性菌を考慮し，食品・添加物等への規格基準第 1 の A「抗生物質および抗
菌性物質を含有してはならない」が適用される．さらに，ヒトに直接毒性のある薬物
に関しては「不検出」とされ，対応する分析法の定量下限値で規制される．
4しかしながら，近年 CCD および耐性菌の問題を背景に，養蜂において使用が拡大し
ている次の系統の薬物については，蜂蜜中の残留が規制されていない．フルオロキノ
ロン系抗菌薬は，他の畜水産食品では基準値があるものの，蜂蜜では規定されていな
い．加えて，フマギリンはポジティブリストに掲載されておらず，現在でも全く残留
規制が成されていない．さらに，ニトロイミダゾール系駆虫薬は不検出項目として規
制されているものの，蜂蜜中の本薬物への適した残留分析法はないため，実質的には
規制できない状態にある．そのため，これら 3 系統の薬物は検査対象外であった
(Figure 2)．これら 3 系統の薬物は発がん性および耐性菌出現などヒトへの影響も大き
く，食品としての蜂蜜の安全を確保する目的で，蜂蜜中の薬物の残留を規制すること
が急務である．
Figure 2 The residual regulation for veterinary drugs and current problems.
蜂蜜中に残留する動物用医薬品では，現在までに，これらの残留基準値が設定され
た薬物を中心に，微生物学的スクリーニング (Gaudin et al., 2013, Jinbo et al., 1992，
Kusano et al., 2004, Myllyniemi et al., 2001) および機器を用いた分析法 (Caldow et al.,
2007，Cronly et al., 2010， Fujita et al., 2008, Horie et al., 1992, Kaufmann et al., 2002，
Takeba et al., 1984, Verzegnassi et al., 2002) の開発が進められ，それらの方法を用いた
検査が行われてきた．
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5しかしながら，残留基準値が設定された薬物の既報では，これらの薬物は，分析で
の選択性，検出感度および定量性が低く，適切な測定の実施は困難なことが示されて
いる． そこで本研究では，蜂蜜中のフルオロキノロン系合成抗菌薬 (第 1 章 )，フマ
ギリン (第 2章 ) およびニトロイミダゾール系駆虫薬 (第 3章 ) への適した新規分析法
の開発を試みた．
新規分析法を構築するにあたって，次の 3 点を目指した．
 試験溶液の調製では，試料由来成分を十分に除去できる高精製度かつ目的薬物の
効率的な抽出により高回収率が得られる方法とした．
 測定では，薬物の特徴を利用した効率的な測定法を選択し，求められる残留レベ
ルを検出できる感度を得ることかつ正確な定性・定量を可能とすることとした．
 その新規分析法を各薬物の検査に用いるため，2010 年に厚生労働省が通知した「残
留農薬等試験法の妥当性評価ガイドライン (改訂 )」の基準に適していることが必
要となった．そこでガイドラインに則って，開発した分析法の妥当性評価
(single-laboratory validation study) を実施した．
さらに，開発した分析法を市販の蜂蜜に適用し，3 系統の薬物の残留実態を調査し
た．この調査結果を基に，蜂蜜の安全確保のための規制の必要性について考察した．
6第 1 章 微生物学的スクリーニングおよび液体クロマトグラフィーによる蜂蜜中残留
フルオロキノロン系合成抗菌薬の分析法
蜂蜜中の抗生物質および合成抗菌薬の行政検査では，従来から微生物学的スクリー
ニング法を行っていた．微生物学的スクリーニング法は，抗菌性を有する物質であれ
ば対象以外の薬物も検出可能かつ操作性が簡便である．この分析は，「食品中から抽出
した試験溶液を直径 10 mm のペーパーディスクに浸漬させ，試験菌含有培地 (試験平
板 )上で 18 時間培養する．抗菌活性を有する薬物が含有されていると，ペーパーディ
スクの周囲に菌が増殖していない部分 (阻止円 ) を生じる．そこで阻止円の直径が 12
mm 以上の場合，薬物が残留していると判定される」という方法である．この微生物
学的スクリーニング法の短所は，抗菌活性を有する物質の検出に限られることである．
加えて，抗菌活性が検知されても，その薬物の同定作業は容易ではないことが多い．
2008 年 1 から 2 月に行政検査を実施した 23 件の蜂蜜のうち 2 件で，微生物学的ス
クリーニングの結果，細菌増殖に対する阻止円の形成が観察された (Figure 3)．
Figure 3 Microbiological screening results of honey samples on the plate of Bacillus
subtilis in Antibiotic Medium 5.
(a) negative honey samples, (b) and (c) positive honey samples.
この阻止円を形成した抗菌性物質は，Bacillus subtilis の増殖抑制能が高かったことか
らアミノグリコシド系抗生物質と推定された．しかしながら，薄層クロマトグラフィ
ーでの定性分析の結果から，アミノグリコシド系抗生物質とは異なる抗菌薬であるこ
とが示された．当時，EU の食品安全委員会発表の食品緊急安全情報 (RASFF，2008) に，
蜂蜜中にフルオロキノロン系合成抗菌薬の残留が報告された．そこで，LC/MS/MS 法
を用い定性分析を行った結果，フルオロキノロン系合成抗菌薬のノルフロキサシンと
シプロフロキサシンが検出された．この薬物を定量するため，厚生労働省から通知さ
れているフルオロキノロン系合成抗菌薬の分析法に従い分析を行った．逆相系のポ
(a) (b) (c)
Diameter of the inhibition zone
: 23.6mm
Diameter of the inhibition zone
: 16.2mm
No inhibition
リマーカラム  (Hydrophilic-Lipophilic-Balanced (HLB) カラム ) (Waters Corp., Milford, 
MA, USA) を用いた精製の後，LC (蛍光検出器 ) を用いて測定すると，フルオロキノ
ロン系合成抗菌薬のピークに蜂蜜由来成分のそれが大きく重なり，目的とする物質の
定性および定量ともにできなかった  (Figure 4a)．一方，LC/MS/MS を用いた測定では，
薬物のピークの検出は可能であったので  (Figure 4b)，そのピークのスペクトルからノ
ルフロキサシンと定性解析された  (Figure 4c)．しかしながら，蜂蜜由来の成分による
イオン化促進効果により，その定量はできなかった．   
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Figure 4  (a) LC/FL chromatogram, (b) LC/MS/MS chromatogram and (c) LC/MS/MS 
spectrum of positive honey samples (Figure 3b) prepared using the official Japanese 
method involved the use of a polymeric column. 
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フルオロキノロン系合成抗菌薬が残留していた理由に，近年，蜜蜂の腐蛆病治療へ
の本薬物の使用が推測された．しかしながら，他の畜水産食品には残留基準値が設け
られているが，蜂蜜には本薬物の基準値がなく，検査対象外であった．この薬物は，
ヒトへの影響として，薬剤耐性菌の出現，菌交代症およびアレルギーを誘発すること
が危惧されている  (Turnidge et al., 2004)．そこで，食品としての安全性を確保するた
め，蜂蜜に適した分析法を開発し，本薬物の残留実態を把握することが必要となった．  
分析法の改良にあたり，まず，フルオロキノロン系合成抗菌薬の物性を利用して，
これらの薬物を抽出しかつ測定の妨害となる蜂蜜由来の成分を除去できる精製法につ
いて検討した．次に，既報の検出限界値では，基準値に相当する残留薬物量を検出で
きないことから，測定方法として簡易な微生物学的スクリーニング法と高感度な LC 
(蛍光検出器 ) 法を併用するための条件検討を行った．  
本章では，対象薬物を腐蛆病に有効とされるノルフロキサシン，エンロフロキサシ
ンおよびエンロフロキサシン代謝物のシプロフロキサシンとサラフロキサシンとした．
さらに，LC (蛍光検出器 ) 装置で分析可能な同系統のダノフロキサシン，オルビフロ
キサシンおよびジフロキサシンについても検討した  (Figure 5)．  
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Figure 5  Chemical structures of seven fluoroquinolone compounds.
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1－1 実験方法  
 
1－1－1 試料  
 
 分析条件の検討では，蜂蜜由来成分の影響が大きいソバ蜜を用いた．妥当性評価に
は，夾雑物が異なる蜂蜜の代表として，アカシア蜜，百花蜜およびソバ蜜を使用した．
蜂蜜は実験で使用するまで，暗所に室温で保存した．  
 
1－1－2 標準品  
 
標準品として，ノルフロキサシン，シプロフロキサシン，塩酸サラフロキサシンお
よび塩酸ジフロキサシン  (Sigma-Aldrich，Saint Louis, MO, USA)，メシル酸ダノフロ
キサシンおよびエンロフロキサシン  (Kanto Chemical Co., Tokyo, Japan)，オルビフロキ
サシン  (Hayashi Pure Chemical Industry, Osaka, Japan) を使用した．  
 
1－1－3 標準原液   
 
 各薬物の標準品を 10 から 11 mg (純度補正 ) 秤量した．  0.1 M 水酸化ナトリウム水
溶液  (容量分析用 ; Wako Pure Chemical Industries Ltd, Osaka, Japan) に溶解後，10 mL
に定容し，各標準原液  (1000 μg/mL) とした．遮光瓶に移し，暗所に 4℃で保存した．
これらの原液は 6 ヶ月安定であった．  
 
1－1－4 混合標準溶液  
  
 添加用に混合標準溶液 1 (ノルフロキサシン，シプロフロキサシン，エンロフロキサ
シン，サラフロキサシン，オルビフロキサシンおよびジフロキサシンの 6 薬物； 10 
μg/mL，ダノフロキサシン；2 μg/mL) および混合標準溶液 2 (同 6 薬物；1 μg/mL，ダ
ノフロキサシン；0.2 μg/mL) を，リン酸緩衝液  (pH 7.0) を用いて標準原液を希釈し
調製した．また検量線用混合標準溶液  (同 6 薬物；0.01 から 1 μg/mL，ダノフロキサ
シン；0.002 から 0.2 μg/mL の間の 7 段階の濃度 ) を，リン酸緩衝液  (pH 7.0) を用い
て標準原液を段階希釈し調製した．ダノフロキサシンは，本分析法の LC 分析条件で
他の 6 薬物より高い感度を示したので，混合標準溶液では他の 6 薬物の 5 分の 1 の濃
度を用いた．  
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1－1－5 試薬  
 
(a) 超純水は，Milli-Q システム  (Millipore Corp., Billerica, MA, USA) を用いて作製し
た．アセトニトリル  (LC grade)，メタノール  (LC grade)，ギ酸  (99%; LC/MS grade) ，
トリフルオロ酢酸  (100%; 生化学用 ) およびアンモニア水  (28%; 特級 ) は，Wako 
Pure Chemical Industries Ltd から購入した．  
 
(b) リン酸緩衝液  (0.1 M, pH 4.5)：リン酸二水素カリウム 13.6 g を超純水に溶解させ，
1 L に定容した．  
 
(c) リン酸緩衝液  (0.1 M, pH 7.0)：リン酸水素二カリウム 17.4 g を超純水に溶解させ，
1 L に定容した  (0.1 M リン酸水素二カリウム水溶液 )．0.1 M リン酸水素二カリウ
ム水溶液 600 mL とリン酸緩衝液  (0.1 M, pH 4.5) 400mL を混和した後，0.1 M リン
酸水素二カリウム水溶液を滴下し，pH 7.0 に調整した．  
 
(d) Na2EDTA 含有マキルベン緩衝液  (pH 4.0)：リン酸水素二ナトリウム 11.0 g，クエ
ン酸一水和物 12.9 g，およびエチレンジアミン四酢酸二ナトリウム二水和物  
(Na2EDTA) 3.7 g を超純水に溶解させ，1 L に定容した．  
 
(e) クエン酸水溶液  (0.1 M)：クエン酸一水和物  21.0 g を超純水に溶解させ，1 L に定
容した．  
 
(f) 炭酸水素ナトリウム水溶液  (0.1 M)：炭酸水素ナトリウム 8.4 g を超純水に溶解さ
せ，1 L に定容した．  
 
(g) 1-ヘプタンスルホン酸ナトリウム水溶液  (0.1 M)：1-ヘプタンスルホン酸ナトリウ
ム塩  (Wako Pure Chemical Industries Ltd) 20.3 g を超純水に溶解させ，1 L に定容し
た．  
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1－1－6 薬物の抽出と精製法  
 
 十分に攪拌した蜂蜜 10.0 g をポリプロピレン製遠心管  (50 mL) 内に秤量し，これに
Na2EDTA含有マキルベン緩衝液 40 mLを加えた．ボルテックスミキサー  (Vortex-Genie 
2；  Scientific Industries Inc., Bohemia, NY, USA) で十分に混和した後，超音波  
(Bransonic 5510；Branson, Danbury, CT, USA) に 10 分間かけた．この混液を高速冷却
遠心器  (AX-320；Tomy Seiko Co., Tokyo, Japan) を用いて遠心を行い  (1840×g，10 分
間，15℃ )，得られた上清画分を綿栓で濾過した．  
メタノール 10 mL，次に pH 4.0 の Na2EDTA 含有マキルベン緩衝液 10 mL を用いて
コンディショニングしておいた Mixed-mode cation-exchange (MCX) カラム  (6 mL/150 
mg, Waters Corp.) に，2 mL/min の速度で上清画分を滴下した．続いて，MCX カラム
を pH 4.5 のリン酸緩衝液  10 mL を用いて洗浄し，減圧下  (10 mmHg) で 3 分間吸引乾
燥した．さらに，メタノール 5 mL，アセトニトリル 5 mL，および再び pH 4.5 のリン
酸緩衝液  10 mL を用いて洗浄した．   
Mixed-mode anion-exchange (MAX) カラム  (6 mL/150 mg, Waters Corp.) は，メタノ
ール 10 mL，5 M 水酸化ナトリウム水溶液 5 mL，最後に pH 7.0 のリン酸緩衝液  10 mL 
の順にコンディショニングした．  MAX カラムの上に，目的物質を保持させた上記の
MCXカラムを連結させた．目的物質は，15% (v/v) メタノール－80% (v/v) 水－5% (v/v) 
アンモニア水混液 10 mL を用いて MCX カラムから溶出すると同時に MAX カラムに
滴下した．  
MCXカラムを取り外し，MAXカラムを 5% アンモニア水 1 mLで洗浄し，減圧下  (10 
mmHg) で 3 分間吸引乾燥した．続いて，メタノール 1 mL で洗浄後，5% (v/v) 1-ヘプ
タンスルホン酸ナトリウム水溶液  (0.1 M)－95% (v/v) メタノール混液 10 mLを用いて
溶出させ，ガラス製遠心管  (50 mL) に回収した．  
この溶出液を減圧乾固した後，残さを pH 7.0 リン酸緩衝液  250 μL で溶解し，試験
溶液とした．試験溶液のうち 150 μL を微生物学的スクリーニングに，50 μL を pH 7.0
のリン酸緩衝液で 4 倍に希釈し，LC (蛍光検出器 ) 測定に用いた  (Figure 6)．  
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Sample (honey) 10.0 g
extract with Na2EDTA-McIlvaine buffer (pH 4.0) 40 mL 
mix on a vortex, sonicate (10 min) 
centrifuge (1840 x g, 10 min, 15oC)
The aqueous layer 
MCX column
wash with phosphate buffer (pH 4.5) 10 mL
wash with methanol 5 mL, acetonitrile 5 mL, phosphate buffer (pH 4.5) 10 mL
attache to the top of the MAX column
MCX – MAX dual column
elute into the MAX column directly from the MCX column 
with 15% (v/v) methanol – 80% (v/v) water – 5% (v/v) ammonium solution 10 mL
MCX column was removed
MAX column
wash with 5% ammonium solution 1 mL
wash with methanol 1 mL
elute from MAX column with 
5% (v/v) 1-heptanesulfonic acid sodium salt solution (0.1 M) – 95%  (v/v) methanol 10 mL
The eluate
evaporate to dryness
The residue
redissolve in phosphate buffer (pH 7.0) 250 μL
The examination solution
dilute 4-fold with phosphate buffer (pH 7.0)
Microbiological screening      LC/FL
Figure 6  Sample preparation method for analysis of fluoroquinolones.  
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1－1－7 測定法  
 
1－1－7－1 微生物学的スクリーニング法  
 
(a) 試験平板の作製：ペプトン  (Becton Dickinson & Co. , Sparks, MD, USA) 5.0 g，ラブ
－レムコ末  (細菌用牛肉エキス ) (Oxoid Ltd, Cambridge, UK) 3.0 g および精製寒天  
(Oxoid Ltd) 15.0 g を超純水 1 L に溶解し，121℃にて，15 分間の高圧蒸気滅菌  
(SX-300; Tomy Seiko Co.) を行った後，50℃で保温した．この培地に，市販芽胞液
Bacillus subtilis BGA (BGA; Merck KGaA, Darmstadt, Germany) を 105 CFU/mL の濃
度になるように混和した．菌を混和し培地を 8 mL ずつシャーレ  (直径 90 mm，深
さ 15 mm，電子線滅菌済；Nissui Pharmaceutical Co., Tokyo, Japan) に分注し，試験
平板  (Metal (-) LLA) を作成した．他に，検討した平板として，抗生物質検査用培
地  5 (AM 5;Becton Dickinson & Co.) は  25.5 g を，ラブ－レムコ寒天培地  (Metal (+) 
LLA; Oxoid Ltd) は 23.0 g を超純水 1 L に溶解し，同じ方法で試験平板  (AM 5 と
Metal (+) LLA) を作製した．  
 
(b) 測定方法：ペーパーディスク  (直径 10 mm, 厚さ 1.5 mm，吸水量 0.2 mL; Advantec 
Toyo Roshi Kaisha Ltd, Tokyo, Japan) を使用前に，121℃にて，15 分間の高圧蒸気滅
菌を行った．0.5g の Tween 80® (Wako Pure Chemical Industries Ltd) を 100 mL の超
純水に混和した  (用時調製 )．乾燥したペーパーディスクに，150 μL の 0.5% Tween 
80®を滴下し，再度乾燥させてから測定に用いた  (0.5％  Tween 80®含有ペーパーデ
ィスク )．この 0.5% Tween 80®含有ペーパーディスクを試験平板に留置し，その直
上から試験溶液  150 μL を滴下し，30℃で 16 から 18 時間培養した後，ペーパーデ
ィスクの周囲の阻止円の直径をデジタルノギス  (CD-15; Mitutoyo Co., Kanagawa, 
Japan) で計測した．  
 
(c) 試験平板の力価：試験平板の力価は，ノルフロキサシン  (0.5 μg/mL, 150 μL) を用
いて判定した．本実験条件下での阻止円の直径は 18.5±1.0 mm であった．  
 
(d) 結果判定：試験溶液による阻止円の直径が 12 mm 以上かつ境界が鮮明な場合を，
抗菌性物質が残留する  (陽性 ) と判定した．  
 
 13
1－1－7－2 LC (蛍光検出器 ) 法および LC/MS/MS 法  
 
(a) LC 条件：分離は，LC-10A シリーズ  (Shimadzu Co., Kyoto, Japan) 装置を用いて行
った．分析カラムは，CAPCELL-PAK MGⅢ  (150×2.0 mm id, 5 μm pd; Shiseido, 
Tokyo, Japan) を接続した．ノナフルオロペンタン酸  (97% NFPA； Analytical grade，
Kanto Chemical Co.) 2 mL を 1 L の超純水に混和し 0.2% にした  (用時調製 )．この
0.2% NFPA 水溶液とアセトニトリル  (39+11, v/v) 混液を流速 0.2 mL/min で移動相
として用いた．カラム温度は 40℃，試験溶液の注入量は 10 μL (蛍光検出器 ) もし
くは 5 μL (MS 検出器 ) とした．  
 
(b) 検出：蛍光検出器  (RF-10AXL；励起波長 280 nm，蛍光波長 445 nm) および MS 検
出器  (Discovery MAX；Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) を使用し
た．MS/MS のイオン化は，エレクトロスプレイモード  (ポジティブ ) で行い，ス
プレー電圧は 5 kV，脱溶媒温度を 312oC およびキャピラリー温度を 210oC に設定
した．ガスは，シースガス  (N2，60 arb)，オグジュアリーガス  (N2，55 arb) およ
びコリジョンガス  (Ar， 1.0 arb) を用いた．各フルオロキノロン系合成抗菌薬の
Multiple-reaction monitoring (MRM) 条件を Table 2 に示す．   
 
Table 2  Multiple-reaction monitoring parameters of fluoroquinolones. 
Fluoroquinolones Transition, m/z Collision energy, eV Tube lens, V 
NRFX 320→233a  17 127 
 320→276  9  
CPFX 332→245a 11 119 
 332→288 8  
ERFX 360→316a 9 116 
 360→245 19  
a Ion used for quantif ication. 
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1－1－8 妥当性評価試験  
 
7 種のフルオロキノロン系合成抗菌薬が検出されないことを本法で確認した 3 種の
蜂蜜 10.0 g に，100 μL の混合標準溶液 2 を添加し，ボルテックスミキサーで混和した
後，Figure 6 に示す手順に従って試験溶液の調製を行った．各薬物の定量に，LC (蛍
光検出器 ) 法を用いた．一日 2 試行を 5 日間行い，Figure 7 に示す 4 つの性能パラメ
ーター，選択性  (Selectivity)，真度  (Trueness)，精度  (Precision) および定量下限値  
(LOQ) を求め，ガイドラインの基準と比較した．  
 
 
Good separation of the peaks of target compounds from the peaks of the matrix 
Trueness, Precision 
Fortification level, 
μg/kg
Trueness,
%
Repeatability,
%
Intermediate 
precision, %
≦ 1 70-120 30> 35>
1＜X ≦ 10 70-120 25> 30>
10 ＜X ≦ 100  70-120 15> 20>
Selectivity
Limit of Quantification
Performance characteristics of single-laboratory validation study
Selectivity
Trueness
Precision    Repeatability
Intermediate precision
Limit of Quantification
S/N=10
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7  Representation of performance characteristics of validation study in the 
guidelines of Japanese Ministiry of Health, Labour& Welfare. 
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1－1－9 残留実態調査
本分析法を用いて，2007 年から 2012 年に東京都内で購入した蜂蜜 160 検体につい
て残留フルオロキノロン系合成抗菌薬の実態調査を行った．蜜源および原産国を Table
3 に示す．微生物学的スクリーニング法にて阻止円の形成が観察された試料について，
LC (蛍光検出器 ) および LC/MS/MS を用い測定した．蜂蜜中に薬物の残留が認められ
た場合，さらに 2 試行を行い，3 試行の定量結果を平均した．
Table 3 Honey samples.
(a) Flower of origin Sample (b) Country of origin Sample
Multi f lower (百花) 63 Japan 26
Acacia (アカシア) 35 China 37
Clover (クローバ )ー 16 Argentina 16
Lotus (レンゲ) 10 Hungary 16
Orange (オレンジ) 8 New Zealand 10
Buckwheat (ソバ) 5 Canada 9
Manuka (マヌカ) 3 Italy 8
Eucalyptus (ユーカリ) 2 Spain 5
Sunflower (ヒマワリ) 2 Switzerland 5
Litchi (ライチ) 2 USA 4
Rose (バラ) 2 Great Britain 3
Armand (アーモンド) 1 France 3
Chestnut (クリ) 1 Australia 2
Coffee (コーヒ )ー 1 Taiwan 2
Golden rods (ゴールデンロッド) 1 Other countries 14
Horse chestnut (トチノキ) 1
Lavender (ラベンダ )ー 1
Leatherwood (レザーウッド) 1
Lemon (レモン) 1
Oak (樫) 1
Raspberry (ラズベリ )ー 1
Rosemary (ローズマリ )ー 1
Thyme (タイム) 1
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1－2 結果および考察
1－2－1 薬物の抽出と精製法
従来の微生物学的スクリーニング法で得られた逆相と強陽イオン交換とのミック
スモードである MCX カラムで精製した溶液を，LC (蛍光検出器 ) で測定した結果を
Figure 8 に示す．ベースラインが Figure 4a のそれよりも早く低下し，ノルフロキサシ
ンのピークが観察された．しかしながら，この分離能では定量は出来なかった．
Figure 8 LC/FL chromatogram of positive honey samples (Figure 3b)
prepared using the MCX column.
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フルオロキノロン系合成抗菌薬は，Figure 9 に示すようにピペラジニル基 (pKa 8 か
ら 9) とカルボキシル基 (pKa 5) を有する両性物質である．そのため，MCX カラムに
保持される際，逆相相互作用に加え，ピペラジニル基とスルホン酸基との強陽イオン
交換相互作用が働くと考えられる．加えて，フルオロキノロン系合成抗菌薬はカルボ
キシル基を有するので， 3 級アミノ基の官能基が付加され強陰イオン交換型ミックス
モード固相である MAX カラムにも保持されると考えられる．
Figure 9 Chemical structure of each solid-phase-extraction column,
and interaction with NRFX.
そこで，MCX と MAX カラムを連結し，MCX カラムからの溶出液を MAX カラムに
直接適用して，両カラムを用いて精製することを試みた．MCX カラムから目的物質を
溶出させるには溶出液中に一定の割合の有機溶媒が必要なものの，従来使われる高濃
度 (90%前後 ) では MAX カラムに保持されないと推測された．そこで， 溶出溶液中
のメタノール濃度を低くした時，薬物が MCX カラムから十分に溶出されかつ MAX カ
ラムにも保持されるのに十分な濃度を検討した．
まず，MCX カラムからの溶出率を以下のように算出した．40 mL の Na2EDTA 含有
マキルベン緩衝液にフルオロキノロン系合成抗菌薬の混合標準液 1 を 100 L を添加
し，MCX カラムに滴下した．メタノール濃度の異なる 3 種の混液，10% (v/v) メタノ
ール－85% (v/v) 水－5% (v/v) アンモニア水混液，15% (v/v) メタノール－80% (v/v)
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水－5% (v/v) アンモニア水混液および 20% (v/v) メタノール－75% (v/v) 水－5% (v/v)
アンモニア水混液を用い，フルオロキノロン系合成抗菌薬を MCX カラムからそれぞ
れ溶出させた．メタノール濃度が 20%の場合，エンロフロキサシン，オルビフロキサ
シンおよびジフロキサシンの溶出が良好であることが示された (Figure 10a)．
次に，MAX カラムへの保持率を次のように算出した．上記のメタノール濃度の異な
る 3 種の混液 10 mL にフルオロキノロン系合成抗菌薬の混合標準液 1 を 100 L 添加
し，MAX カラムに滴下した．その後，5% (v/v) クエン酸 (0.1M)－95% (v/v) メタノー
ル混液 5 mL を用いて MAX カラムから溶出させた．メタノール濃度が 10% の場合，
薬物の保持が良好となった (Figure 10b)．そこで，以後の実験では，MCX および MAX
カラムを連結し，MCX に続いて MAX カラムへ連続的に滴下できる混液の組成を 15%
(v/v) メタノール－80% (v/v) 水－5% (v/v) アンモニア水混液とした．
Figure 10 Effects of the proportion of methanol in the solution eluted from the MCX
column into the MAX column (a) on the recoveries of NRFX, CPFX, DNFX, ERFX,
OBFX, SRFX, and DFX from the MCX column and (b) on the retentions of NRFX,
CPFX, DNFX, ERFX, OBFX, SRFX, and DFX in the MAX column. Each value
represents the mean±SEM of five replications.
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次に，MAX カラムに保持させた各薬物の回収率を上げるため，MAX カラムからの溶
出溶液の組成について検討した．MAX カラムは強陰イオン交換カラムなので，カウン
ターイオンである陰イオン性物質として，ギ酸，トリフルオロ酢酸，炭酸，クエン酸
およびヘプタンスルホン酸の可否について検討した．前述した 15% (v/v) メタノール
－80% (v/v) 水－5% (v/v) アンモニア水混液 10 mL に，フルオロキノロン系合成抗菌
薬の混合標準液 1 を 100 L 添加し，MAX カラムに負荷した．2% (v/v) ギ酸－98% (v/v)
メタノール，2% (v/v) トリフルオロ酢酸－98% (v/v) メタノール，5% (v/v) 炭酸水素
ナトリウム水溶液 (0.1 M)－95% (v/v) メタノール，5% (v/v) クエン酸水溶液 (0.1 M)
－95% (v/v) メタノールおよび 5% (v/v) 1-ヘプタンスルホン酸ナトリウム水溶液 (0.1
M)－95% (v/v) メタノールの各 5 mL を用いて，薬物の溶出液への回収率を算出した．
その結果，ヘプタンスルホン酸をカウンターイオンとした時に，MAX カラムからのフ
ルオロキノロン系合成抗菌薬の溶出率が最も高くなることが示された (Figure 11)．そ
こで，MAX カラムからフルオロキノロン系合成抗菌薬を溶出させる溶液は 5% (v/v) 1-
ヘプタンスルホン酸ナトリウム水溶液 (0.1 M)－95% (v/v) メタノールを用いること
とした．
Figure 11 Effect of the anions present in the solution eluted from the MAX
column on the recoveries of NRFX, CPFX, DNFX, ERFX, OBFX, SRFX, and DFX.
Each value is the mean±SEM of five replications.
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夾雑物の多いソバ蜜を，MCX および MAX カラムの両方を用いて精製した時の効
果を Figure 12b に示す．HLB カラムのみで精製を行った Figure 12a に比べ，溶出溶
液に蜂蜜由来の色は残らず，LC (蛍光検出器 ) クロマトグラムで観察された蜂蜜由
来の夾雑物による妨害ピークを除去できた．
Figure 12 Effect of solid-phase-extraction column on color of extracted solution,
and LC chromatograms of buckwheat extract (a) fortified with 10 g/kg NRFX, CPFX,
ERFX, OBFX, SRFX, DFX, and 2 g/kg DNFX prepared using the official Japanese
method involved the use of a polymeric column and (b) fortified with 10 g/kg NRFX,
CPFX, ERFX, OBFX, SRFX, DFX, and 2 g/kg DNFX prepared with this method using a
dual MCX-MAX column.
測定する溶液中の夾雑物の低減は，Figure 13 に示すように行われたと考えられる．
他の畜水産食品と異なり，蜂蜜の主成分は糖類 (約 80%) および水分 (約 20%) で ,他
にビタミン，ミネラル，有機酸，アミノ酸およびフラボノイド等が含まれる (食品成
分表，2013，Ćirić et al.，2012，González-Miret et al.，2005)．さらに，蜂蜜の色調を
変化させる「褐変化」の原因となる 5-ヒドロキシフルフラールがメトラー反応を介し
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て生成される．これらが機器分析測定の妨害となっている (Lopez et al.，2008)．まず，
MCX カラムにフルオロキノロン系合成抗菌薬を保持させ，高い極性を有する糖はカラ
ム内に保持されずに流出し，続くカラム内の洗浄により酸性物質の有機酸およびフラ
ボノイドを流出させる．次に，MAX カラムに薬物を保持させ，その洗浄により塩基性
物質の塩基性アミノ酸やコリンなどを流出させた．この結果，Figure 12b に示すよう
に，フルオロキノロン系合成抗菌薬のピークの検出および定量が可能となった．
Figure 13 Schematic representation of this cleanup procedure.
Extracted solution
① Load Sample
③ Elute from MCX column
and load to MAX column
Hydrophilic matrix
Acidic matrix
Basic matrix
Amphoteric materials
② Wash
⑤ Elute from MAX column
④ Wash
MCX column
MAX column
Acidic matrix were eluted.
Basic matrix and amphoteric materials
were eluted from MCX column, and
loaded to MAX column.
Basic matrix were eluted.
Amphoteric materials were eluted.
Hydrophilic matrix were passes through..
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1－2－2 LC (蛍光検出器 ) を用いた測定法の条件
LC (蛍光検出器 ) 法の LC での分離条件について検討した．カラムは CAPCELL-PAK
MGⅢ (150×2.0 mm id, 5 m pd) を用いた．イオンペアに NFPA を用い，移動相に 78%
(v/v) NFPA 水溶液 (0.2%)－22% (v/v) アセトニトリル混液を用いた時，液体クロマト
グラムは 7 種のフルオロキノロン系合成抗菌薬の高い分離能を示した (Figure 14)．
Figure 14 Liquid Chromatogram of standard solution of
6 fluoroquinolones (0.5 g/mL) and DNFX (0.1 g/mL).
混合標準溶液 (6 薬物 ; 0.01 から 1 g/mL，ダノフロキサシン ; 0.002 から 0.2 g/mL)
の 7 段階の濃度に対し，ピーク面積値をそれぞれプロットし，各フルオロキノロン系
合成抗菌薬の検量線を作製したところ，検量線はいずれも直線性を示し，Figure 15 に
示すようにそれらの相関係数はいずれも r= 0.9997 以上であった．
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Figure 15 Calibration curve data from standard solution of fluoroquinolones.
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1－2－3 妥当性評価試験
本分析法について妥当性評価試験を行った．妥当性評価は食品由来成分の影響を鑑
みて，食品ごとに行うように規定されている．蜂蜜由来の成分による色や透過性によ
って分析に与える影響が異なる (Lopez et al., 2008)．そこで，蜂蜜の色が異なる代表
的な試料として，アカシア蜜 (淡黄色 )，百花蜜 (黄色 ) およびソバ蜜 (茶色 ) を使用
した．
1－2－3－1 選択性
アカシア蜜，百花蜜およびソバ蜜に混合標準溶液 2 を添加した時の典型的な LC (蛍
光検出器 ) のクロマトグラムを Figure 16 に示す．フルオロキノロン系合成抗菌薬 7 薬
物のピークとアカシア蜜，百花蜜およびソバ蜜由来の夾雑物によるピークとの分離は
いずれも良好で，本分析条件下で夾雑ピークがフルオロキノロン系合成抗菌薬の定性
および定量に影響を及ぼさず，かつ，その選択性はガイドラインの基準に適合した．
Figure 16 LC chromatograms of acacia, multiflower, and buckwheat honey
fortified with 10 g/kg NRFX, CPFX, ERFX, OBFX, SRFX, DFX, and 2 g/kg
DNFX, (a), (c), (e) : fortified, (b), (d), (f) : unfortified, in each window.
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1－2－3－2 真度および精度
本分析法を用いた時のフルオロキノロン系合成抗菌薬の真度および精度を算出し
た結果を Table 4 に示す．真度 70.8 から 88.1%，併行精度 4.7% 以下および室内精度
5.9% 以下で，いずれのパラメーターも Figure 7 に示す厚生労働省のガイドラインの
基準 (真度 70～120%，併行精度 25% 未満および室内精度 30% 未満 ) に適合した．本
分析法は，前処理における精製度を上げたことで，蜂蜜の蜜源が異なっても蜂蜜由来
成分の影響をほとんど受けることなく，定性および定量の精度を向上させることがで
きた．
Table 4 Results for single-laboratory validation of the proposed methods for
fluoroquinolones.
AnalyteFortificationlevel,g/kg Trueness,%a Repeatability,%Intermediateprecision,%
Acacia
NRFX 10 73.3 3.2 3.3
CPFX 10 74.1 2.9 2.9
DNFX 2 86.3 3.5 5.9
ERFX 10 75.4 2.7 4.3
OBFX 10 82.5 2.6 4.4
SRFX 10 75.5 1.8 3.7
DFX 10 70.8 2.4 3.7
Multiflower
NRFX 10 74.0 2.3 3.8
CPFX 10 72.8 2.9 4.1
DNFX 2 83.3 3.2 5.0
ERFX 10 74.6 3.2 3.3
OBFX 10 81.3 4.7 5.6
SRFX 10 74.5 2.0 3.8
DFX 10 70.8 0.6 1.4
Buckwheat
NRFX 10 76.0 1.9 2.4
CPFX 10 73.2 2.9 4.0
DNFX 2 88.1 2.9 5.3
ERFX 10 76.0 3.8 4.7
OBFX 10 87.0 4.3 4.5
SRFX 10 75.3 3.1 3.3
DFX 10 71.9 2.6 3.3
a Mean of fifteen replicates.
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1－2－3－3 LC (蛍光検出器 ) 測定法の検出限界値および定量下限値
LC (蛍光検出器 ) 測定で得られた対象薬物のピーク前後のベースラインに対し
S/N=3 以上となる濃度 (検出限界値；Limit of detection；LOD) および S/N=10 以上と
なる濃度 (定量下限値；Limit of quantitation；LOQ) を求めた．その結果，Table 5 に
示すように，本分析法の検出限界値はダノフロキサシンが 0.6 g/kg となり，他の薬
物はいずれも 2 g/kg となった．定量下限値はダノフロキサシンが 2 g/kg，ノルフロ
キサシンが 7 g/kg となり，それ以外の薬物はいずれも 5 g/kg となった．ポジティブ
リスト制でのフルオロキノロン系合成抗菌薬の残留基準値は，蜂蜜には設定されてい
ないので，一律基準値 10 g/kg を検出できる方法が必要である．本分析法は，蜂蜜中
のフルオロキノロン系合成抗菌薬を十分に検出できる能力を有することを示した．
Table 5 Limit of detection (LOD) and Limit of quantitation (LOQ)
values for the fluoroquinolones by LC/FL.
Fluoroquinolones LOD, g/kg LOQ, g/kg
NRFX 2 7
CPFX 2 5
DNFX 0.6 2
ERFX 2 5
OBFX 2 5
SRFX 2 5
DFX 2 5
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1－2－4 微生物学的スクリーニング法の測定条件と検出限界値
1－2－4－1 微生物学的スクリーニング法の測定条件
微生物学的スクリーニングの条件検討を行うため，試験菌にフルオロキノロン系合
成抗菌薬への感受性の高い Bacillus subtilus を用いた (Horie et al., 2008)．培地に AM 5
を用いて試験平板を作製し，フルオロキノロン系合成抗菌薬の抗菌活性の検出限界値
を調べた．ノルフロキサシン標準溶液では，阻止円を検出できた最低濃度が 0.5 g/mL
であった．これは，試料を 40 倍に濃縮しても，従来の微生物学的スクリーニング法の
測定条件では蜂蜜中の 10 g/kg の薬物残留量を検出できない．
そこで，本法の検出感度の改善を行った．吸水量の多いペーパーディスクを用い，
溶液の滴下量を 70 L から 150 L に増量した．その結果，阻止円の直径は 1 から 2 mm
大きくなったものの，薬物の検出感度は上昇しなかった．菌の濃度を 105 CFU/mL か
ら 104 あるいは 103 CFU/mL へと低下させると，菌の生育が悪化し，阻止円の境界線
が不明瞭になるだけで，検出感度を上昇させることはできなかった．次に，標準溶液
の希釈液の pH を pH 4.5，7.0，8.0 および 10.0 で検討したところ， pH 7.0 で最も検出
感度が高くなったので，以後の実験では希釈液を pH 7.0 とした．さらに，金属含有量
の少ない精製寒天を用いて，試験平板 (Metal (-) LLA) を作製した．寒天以外同じ成
分のラブ－レムコ寒天培地で作製した試験平板 (Metal (+) LLA) を対照とした．Figure
17 に，ノルフロキサシンの標準溶液各濃度 (y 軸 ) に対し，阻止円の直径 (x 軸 ) をプ
ロットした検量線を示す．
Figure 17 Effect of microbiological screening conditions on sensitivity of NRFX.
緑線で示す Metal (+) LLA 培地の検量線は，対照群である青で示す AM5 培地のそれ
と同様のものとなった．一方，オレンジ線で示す Metal (-) LLA 培地の検量線は，緑で
示す Metal (+) LLA 培地の検量線より右方向にシフトした．すなわち，ノルフロキサ
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シンへの試験平板の感受性上昇が示され，検出限界値も 0.5 から 0.3 g/mL と低下し
た．予め界面活性剤 Tween 80®で処理したディスクを用いると，その検量線 (赤 ) はさ
らに右方へシフトし，検出限界値も 0.2 g/mL になり，従来法より高感度となる検出
が可能となった．これは，pure agar を用いることで，培地に含まれる金属イオンの配
位によるフルオロキノロン系合成抗菌薬の抗菌活性低下 (Ferrini et al., 2006) を回避
できたことに加え，Tween 80®を用いることで，薬物の培地への拡散効率を上げること
ができたためと考えられた．これらの結果から，以後の実験では検査平板に Metal (-)
LLA 培地および Tween 80®を処理したディスクを用いることとした．
1－2－4－2 微生物学的スクリーニング法の検出限界値
本分析法の微生物学的スクリーニング法における検出限界値を次のように求めた．
薬物を添加していないソバ蜜の抽出および精製を行い，試験溶液を作成する際，各薬
物の標準溶液で残さを溶解し，マトリックス存在下の各フルオロキノロン系合成抗菌
薬の検出限界値を求めた．検出限界値は，阻止円直径が 12 mm になる濃度とした．そ
の結果，7 種のフルオロキノロン系合成抗菌薬の検出限界値は Table 6 に示すように
0.04 から 0.25 g/mL となった．この濃度から蜂蜜から検出できる限界値を最終希釈倍
率濃度と回収率で補正して求めたところ，1 から 9 g/kg であった．この検出限界濃度
の前後 3 濃度の薬物をアカシア蜜，百花蜜およびソバ蜜にそれぞれ添加し，Figure 6
に従って 3 試行の試験を行い，試行濃度内で阻止円が検出された最低濃度を検出限界
値とした．その結果，本分析法の微生物学的スクリーニングで蜂蜜から検出できる各
薬物の限界値は，2 から 9 g/kg となった (Table 6)．従来法の検出限界値は，20 から
50 g/kg であったので，法的な一律基準値 10 g/kg を検出できなかった．その一方で，
本微生物学的スクリーニング法は，十分に検出できる能力を有することを示した．
Table 6 LOD values obtained for the fluoroquinolones by the microbiological method.
Fluoroquinolones
LOD of standard solution under
buckwheat matrix , g/mL LOD in honey, g/kg
NRFX 0.2 7
CPFX 0.04 2
DNFX 0.04 2
ERFX 0.07 3
OBFX 0.2 6
SRFX 0.1 5
DFX 0.25 9
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微生物学的スクリーニング法は，用いた試験菌に感受性のある抗菌性物質であれば，
目的物質以外でも抗菌活性として検出してしまう可能性がある．蜂蜜にも抗菌性物質
が含まれているが，今回用いた 3 種の蜂蜜を本法で分析したところ，蜂蜜成分に由来
する擬陽性は検出されなかった．さらに，他の抗生物質が残留していた場合，本分析
法で検出される限界値を調べた．ペニシリン系のベンジルペニシリン，テトラサイク
リン系のオキシテトラサイクリン，マクロライド系のミロサマイシンおよびアミノグ
リコシド系のゲンタマイシンを蜂蜜に添加し，本法を分析した時の検出限界値は 250
g/kg 以上であった (Table 7)．この値は，他の抗生物質のいずれの残留基準値よりも
高値であり，本微生物学的スクリーニング法は，フルオロキノロン系合成抗菌薬を高
い選択性を持って検出できることを示した．
Table 7 LOD values obtained for other veterinary drugs
with the microbiological method.
Veterinary drugs LODinhoney,g/kg MR L,g/kg
Benzylpenicillin >10000 4a
Oxytetracycline >10000 300a
Mirosamicin 10000 50a
Gentamicin 250 10b
a For honey.
b Default regulatory limit (uniform limit level) set by the positivel stsystem
foragriculturalchemicalresidues infoodsinJapan.
測定に微生物学的スクリーニング法を用いることで，多数の検体を一日で同時に処
理し，フルオロキノロン系合成抗菌薬の有無を簡易，迅速かつ低コストに判定するこ
とが可能となった．行政検査の現場では常に分析法の効率化が求められると同時に，
費用対効果も重要である．これらの結果から，一次スクリーニングへの微生物学的手
法の有用性が示された．
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1－2－5 残留実態調査
本分析法を用いて残留フルオロキノロン系合成抗菌薬の実態調査を行った．
その結果，微生物学的スクリーニングでは，蜂蜜 160 検体のうち約 10% の 17 検体
で阻止円の形成が観察され，フルオロキノロン系合成抗菌薬の残留が推定された． 微
生物学的スクリーニングで陽性を示したこれら 17 検体について，LC (蛍光検出器 ) 法
および LC/MS/MS 法で測定を行った結果を Table 8 に示す．
上記 17 検体のうち，15 検体 (検体番号 1 から 13，15 および 16) からノルフロキサ
シンのピークが検出された．さらに，そのうち 9 検体が定量下限値以上の 7 から 189
g/kg のノルフロキサシンが検出され，6 検体は 2g/kg の検出限界値以上かつ 7g/kg
の定量下限値未満の残留量となった．
エンロフロキサシンのピークは 3 検体 (検体番号 1，3 および 12) から検出された．
そのうち，1 検体が定量下限値以上の 33 g/kg，2 検体は 2g/kg の検出限界値以上
5g/kg の定量下限値未満の残留量であった．
エンロフロキサシンの代謝物であるシプロフロキサシンのピークは 14 検体 (検体
番号 1 から 5，7 から 11，13 から 15 および 17) から検出された．そのうち，4 検体が
定量下限値以上の 5～32 g/kg，10 検体は 2g/kg の検出限界値以上かつ 5g/kg の定
量下限値未満の残留量であった．
さらに，2 検体 (検体番号 1 および 3) でノルフロキサシン，シプロフロキサシンお
よびエンロフロキサシンの 3 つの薬物，10 検体 (検体番号 2，4，5，7 から 11，13 お
よび 15) でノルフロキサシンおよびシプロフロキサシンの 2 つの薬物および 1 検体
(検体番号 12) でノルフロキサシンおよびエンロフロキサシンの 2 つの薬物が同じ試
料から検出された．
これらの 17 検体を LC/MS/MS 法で分析し，MRM クロマトグラムでノルフロキサシ
ン，エンロフロキサシンおよびシプロフロキサシンの存在を確定した．
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Table 8 Results of determination of fluoroquinolones by microbiological screening
method and LC/FL of 17 positive honey samples.
Screening LC/FL
S ample
No.
Floweroforigin
IDofinhibition
zone,mm
Fluoroquinolones
identified
Concn,g/kg
1 M ultiflower30.6 NRFX 189
CPFX 32
ERFX 33
2 Acacia 25.3 NRFX 16
CPFX 10
3 Acacia 21.7 NRFX 19
CPFX 4a
ERFX 3a
4 Multiflower 19.3 NRFX 8
CPFX 5
5 Multiflower 19.1 NRFX 8
CPFX 5
6 Multiflower 17.3 NRFX 9
7 Lotus 16.5 NRFX 9
CPFX 2a
8 Lotus 16.4 NRFX 8
CPFX 4a
9 Acacia 16.3 NRFX 7
CPFX 3a
10 Acacia 13.7 NRFX 5a
CPFX 2a
11 Multiflower 13.0 NRFX 2a
CPFX 4a
12 Multiflower 12.7 NRFX 2a
ERFX 4a
13 Multiflower 12.6 NRFX 4a
CPFX 3a
14 Multiflower 12.5 CPFX 4a
15 Multiflower 12.3 NRFX 4a
CPFX 3a
16 Multiflower 12.2 NRFX 5a
17 Lotus 12.1 CPFX 2a
aLower than the LOQs.
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2008 年に抗菌性物質の残留が推定された蜂蜜 (検体番号 1) の結果を Figure 18 に例
示する．微生物学的スクリーニング法において，試験平板に 30.6 mm の明瞭な阻止円
が形成され (Figure 18a)，フルオロキノロン系合成抗菌薬の残留が推定された．LC (蛍
光検出器 ) を用いて測定を行ったところ，妨害ピークと重ならず，ノルフロキサシン
189 g/kg, シプロフロキサシン 32 g/kg およびエンロフロキサシン 33 g/kg が検出
された (Figure 18b)．さらに，LC/MS/MS 法で，オレンジで示す定量イオンおよび青
色で示す確認イオンピークともに，上記薬物が検出された (Figure 18c)．
Figure 18 Results of positive honey samples obtained in this methods.
(a) Microbiological screening results on the plate of BGA in Metal (-) LLA.
(b) LC/FL chromatograms of (ー ) positive honey samples, and (ー ) standard solutions
0.5 g/mL NRFX, CPFX, ERFX, OBFX, SRFX, DFX, and 0.1 g/mL DNFX.
(c) MRM chromatograms of positive honey samples. (ー ) quantitative ions, and (ー )
confirmative ions.
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Figure 18a のように微生物学的スクリーニングで阻止円を形成した全検体から，フ
ルオロキノロン系合成抗菌薬を検出した．なお，蜂蜜の分析の際に微生物学的スクリ
ーニングで問題となる蜂蜜由来の抗菌性物質による阻止円形成，すなわち擬陽性が本
分析法では観察されないことも確認した．
ノルフロキサシンを検出した 14 検体について，LC (蛍光検出器 ) 法と LC/MS/MS 法
での定量値の相関性について検討した．LC (蛍光検出器 ) 法および LC/MS/MS 法によ
る定量値の相関性は r= 0.9896 で高く，いずれの方法でも信頼性の高い定量値が得られ
ることが示された (Figure 19)．
Figure 19 Correlation between NRFX concentration determined
by LC/FL and NRFX concentration determined by LC/MS/MS.
ノルフロキサシン，エンロフロキサシンおよびシプロフロキサシンが検出された蜂
蜜の蜜源は，百花蜜，アカシア蜜およびレンゲ蜜の 3 種類であった．我が国では，フ
ルオロキノロン系合成抗菌薬は蜂蜜での残留基準値が設定されていないため，蜂蜜へ
の残留レベルは，食品衛生法の「抗生物質および抗菌性物質を含有してはならない」
が適用される．すなわち，本判定でノルフロキサシンが定量下限値以上 (7 g/kg) の
残留量であった 9 検体 (検体番号 1 から 9) は法令違反となる．これらの検体は，従来
の微生物学的スクリーニングでは，検出感度が不足していたため，薬物の残留を検出
できなかったあるいは微生物増殖抑制の阻止円を形成しながら薬物を同定する適切な
方法がなかったため，摘発できなかったこととなる．2008 年以降，新たに開発した本
分析法で蜂蜜の調査を行った結果，これらフルオロキノロン系合成抗菌薬の使用によ
る薬物残留が明らかにされた．
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1－3 まとめ
本章では，微生物学的スクリーニングおよび液体クロマトグラフィーを用いた測定
による蜂蜜中に残留するフルオロキノロン系合成抗菌薬の新規分析法について検討し
た．
本分析法の特徴は次の 3 点である．
① 精製段階で陽イオン交換型と陰イオン交換型の固相抽出カラムを連結させ使用
した．その結果，従来法より精製度が上昇し，蜂蜜由来成分の妨害を除くことが
でき，LC (蛍光検出器 ) 法で正確に蜂蜜中の残留フルオロキノロン系合成抗菌薬の
同定および定量解析が可能となった．
② 厚生労働省から通知されている「残留農薬等試験法の妥当性評価ガイドライン
(改訂 )」に則って，本分析法に対し，妥当性を評価した．7 種のフルオロキノロン
系合成抗菌薬は「選択性，真度，精度および定量下限値」に設定された基準に適
合したので，この信頼性の高い分析法を用いて，実際に検査を行うことが可能と
なった．
③ 微生物学的スクリーニング法は，検出限界値が 2 から 9 g/kg と従来法より高感度
となり，法的な基準値の 10 g/kg を検出することができるようになった．そのた
め，微生物学的スクリーニングを用いた測定法を一次スクリーニングとして用い，
迅速かつ低コストに検査を行うことが可能となった．
市販蜂蜜 160 検体を用い，残留実態調査を行ったところ，微生物学的スクリーニン
グ法において約 10% の 17 検体が阻止円を形成し，フルオロキノロン系合成抗菌薬の
残留が推定された．続く LC (蛍光検出器 ) および LC/MS/MS 測定を行った結果，ノル
フロキサシン，エンロフロキサシンおよびその代謝物シプロフロキサシンが検出され
た．これらのことから，以前は検査対象としていなかった蜂蜜に残留するフルオロキ
ノロン系合成抗菌薬の検出が可能なことを本研究で実証した．
本章では，蜂蜜から抽出・精製した溶液を微生物学的スクリーニングおよび LC (蛍
光検出器 ) を用いた測定の両方に用いることができる方法を構築した．そのため，微
生物学的スクリーニング法でフルオロキノロン系合成抗菌薬の残留が示された蜂蜜か
らの抽出溶液での， LC (蛍光検出器 ) 法を用いた迅速かつ正確な残留薬物の同定・定
量を行うことが可能となった．本分析法は検査結果の信頼性を高める上で有用である
ことが示された．
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第 2 章 LC/MS/MS による蜂蜜中残留フマギリンの分析法
養蜂業で深刻な問題となっている CCD を誘発するノゼマ病 (家畜伝染病予防法で
の届出伝染病に指定 ) は，微胞子虫の Nosema apis および Nosema ceranae による真菌
症である (Huang et al.，2007，Klee et al.，2007，Williams et al.，2008)．この感染症
の治療薬に，Aspergillus fumigatus により産生されるポリエン系抗生物質のフマギリ
ンが用いられる (Figure 20) (Katznelson et al., 1952，McCowen et al.，1951)．ノゼマ
病により蜜蜂が突然いなくなる現象は，フマギリンの使用で予防できることが示さ
れている (Higes et al.，2008，Huang et al.，2013)．実際に，フマギリンによる CCD
治療は中部大西洋養蜂研究および普及コンソーシアム (Mid-Atlantic Apiculture
Research and Extension Consortium) で推奨され，北米の養蜂家の間で広く使用されて
いる (William et al., 2008)．
Figure 20 Chemical structure of fumagillin.
しかしながら，ほとんどの EU 各国では，フマギリンの使用は認められていない
(Porrini et al., 2010). なぜなら，フマギリンは，ヒトに対して変異原性，遺伝毒性およ
び発がん性を示すと報告されているので (Stanimirovic et al.，2007)，これらの薬物を
CCD の治療に用いる場合，蜂蜜中に薬物が残留する危険性を考慮しなければならない
からである．
フマギリンは，ポジティブリストに掲載されていないため，我が国における残留規
制はない．加えて，蜂蜜中の残留基準値は，日本だけでなくカナダなどの諸外国でも
設定されていない．そのため，FAO/WHO の専門会議では「残留基準値を設定したほ
うが良い薬物」の候補として挙げている．そこで，蜂蜜中に残留するフマギリンを測
定できる方法を開発し，法的規制を行うために，残留実態を把握することが必要とな
った．
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フマギリン測定での LC/UV 法 (Brackett et al.，1988，Guyonnet et al.，1995) および
ELISA 法 (Assil et al.，1991) を用いた報告以外，フマギリンの分析法はほとんど報告
されていない．これらの分析法の定量下限値は，20 から 100 g/kg 以上と高濃度であ
り，感度の高い方法とは言い難い．例えば，ヒトへの影響に遺伝毒性があるクロラム
フェニコールの定量下限値は 0.5 g/kg である．つまり，同様の残留レベル規制をフマ
ギリンの分析で実施することを想定すると，従来法の残留分析への適用は難しい．
近年，LC/MS/MS 法は，装置の技術的な進歩に伴い，その検出能力が飛躍的に向上
し，かつ薬物の定性が容易になったことから，動物用医薬品を含めた多種多様な薬物
の検出・測定に汎用されるようになった (Aguilera-Luiz et al., 2008, Frenich et al., 2010，
Jiménez et al.，2011，Nakajima et al., 2012，Stubbings et al., 2009, Vidal et al., 2009)．
LC/MS/MS を用いて蜂蜜中のフマギリンを測定している報告があるものの (Lopez et
al.，2008，Nozal et al.，2008)，蜂蜜由来の夾雑物によるイオン化への影響が強く，標
準溶液で作製した絶対検量線を用いる定量はできなかった．この様な場合，食品由来
成分存在下の検量線 (マトリックス検量線 ) を用いて定量する方法がある．但し，蜂
蜜の場合，蜜源の夾雑物による影響が異なるため (Mottier et al.，2008)，残留薬物量
をマトリックス検量線を用いて常に正確に定量することは困難である．
そこで第 2 章では，蜂蜜中のフマギリンの残留実態を迅速かつ正確に定量できる新
規分析法を構築するため，以下の 2 点について検討した．
① LC/MS/MS を用いて蜂蜜を分析する際に問題となる蜂蜜由来成分を十分に除去で
きる効果的な抽出および精製法について検討した．
② LC/MS/MS を用いて高感度に測定できるようにするため，LC の分離条件について
検討した．
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2－1 実験方法
2－1－1 試料
1－1－1 と同様のものを使用した．
2－1－2 標準品
標準品のフマギリンは Wako Pure Chemical Industries Ltd から購入した．
2－1－3 標準原液
標準品を 10.5 mg (純度補正 ) 秤量した． メタノールに溶解後，100 mL に定容し，
標準原液 (100 g/mL) とした．調製した標準原液を，遮光瓶中で暗所に 4℃で保存し
た．本標準原液は，調整後少なくとも，1 年間安定であった．
2－1－4 標準溶液
標準溶液は使用する直前に調製した．標準原液を 0.1% ギ酸含有アセトニトリルで
段階希釈し，添加用に 0.01, 1 および 10 g/mL の 3 濃度，さらに，検量線用に 0.005
から 5，0.1 から 10 および 1.0 から 100 ng/mL の間の 7 段階の濃度の標準溶液を調製
した．
2－1－5 試薬
(a) 超純水，アセトニトリル，メタノールおよびギ酸は，1－1－5 と同様のものを用い
た．
(b) ギ酸アンモニウム水溶液 (1 mol/L; LC grade) は，Wako Pure Chemical Industries Ltd
のものを用いた．
(c) 無機塩試薬は，Wako Pure Chemical Industries Ltd から購入した試薬をそれぞれ秤量
し，塩化ナトリウム 1.0 g，クエン酸三ナトリウム二水和物 1.5 g，無水硫酸マグネ
シウム 4.0 g に小分けしたものを用いた．
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(d) 0.1% ギ酸含有アセトニトリルは，1.0 mL のギ酸を 1 L のアセトニトリルに混和し
て調製した．
2－1－6 薬物の抽出と精製法
十分に攪拌した蜂蜜 5.0 g をポリプロピレン製遠心管 (50 mL) 内に秤量した．超純
水 10 mL を加え，ボルテックスミキサーを用いて 1 分間混和した．さらに，0.1% ギ
酸含有アセトニトリル 20 mL を加え，同様に 1 分間攪拌した．この混液にフマギリン
用無機塩試薬を加え，振とう機 (Strong Shaker SR-2 DW；TAITEC Co., Saitama, Japan)
を用いて 10 分間激しく振とうした．振とう後，高速冷却遠心器を用いて遠心し (1840
×g，5 分間，4℃ )，得られた上清画分のアセトニトリル層をメスフラスコに移した．
メスフラスコ内の溶液を，0.1% ギ酸含有アセトニトリルを用いて 20 mL に定容し，
これを抽出液とした．精製に用いる Mixed-mode weak anion-exchange (WAX) カラム
(1 mL/30 mg；Waters Corp.) は，使用前に，アセトニトリル 1 mL を用いてコンディシ
ョニングを行った．この WAX カラムに抽出液 1 mL を 1 分間かけて通過させ，流出液
を 2 mL の定容試験管 (AiSTI SCIENCE Co., Wakayama, Japan) に回収した．続いて，
WAX カラムを 0.1% ギ酸含有アセトニトリル 1 mL を用いて溶出し，溶出液を前述の
定容試験管に回収した．定容試験管内の溶液を，0.1% ギ酸含有アセトニトリルを用
いて 2 mL に定容した．この溶液 1 mL を遮光バイアルに入れ，LC/MS/MS 法での測定
に用いた (Figure 21)．
40
Figure 21 Sample preparation procedure for analysis of fumagillin in honey.
Sample (honey) 5.0 g
add water 10 mL
mix on a vortex (1 min)
add acetonitrile containing 0.1% formic acid 20 mL
mix on a vortex (1 min)
add inorganic reagents for fumagillin: sodium chloride 1.0 g, trisodium citrate dihydrate 1.5 g
magnesium sulfate 4.0 g
shake (10 min) using a mechanical shaker
centrifuge (1840 x g, 5 min, 4oC)
The acetonitrile layer
dilute to 20 mL with acetonitrile containing 0.1% formic acid
The Extraction solution 1 mL
WAX column
pass through
elute from WAX column with acetonitrile containing 0.1% formic acid 1 mL
Both eluates
collect into a volumetric test tube
dilute to 2 mL with acetonitrile containing 0.1% formic acid
The examination solution in an amber glass vial
LC/MS/MS
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2－1－7 LC/MS/MS を用いた測定条件
(a) LC 条件： 分離は，LC-20A シリーズ (Shimadzu Corp.) 装置を用いて行った．分析
カラムは Sunniest C8 (100×2.0 mm id, 5 m pd) (ChromaNik Technologies Inc., Osaka,
Japan) を接続した．移動相には，(A) 0.01% ギ酸含有 2 mM ギ酸アンモニウム水溶
液と (B) メタノールをグラジエント (10% B (0 min), 10-90% B (10 min), 90% B
(10min), 90-10% B (0.1 min), および 10% B (5min)) で用いた．流速は 0.2 mL/min，
カラム温度は 40℃，注入量は 10 L とした．
(b) MS/MS 条件：MS 検出器は，API 5500 Qtrap mass spectrometer (AB Sciex, Framingham,
MA, USA) を使用した．MS/MS のイオン化は，エレクトロスプレイモード (ネガ
ティブ ) で行い，イオンスプレー電圧は -4.5 kV，イオン源の温度は 600oC および
電圧は -10 V と設定した．ガスは，カーテンガス (N2，20 psi)，ネブライザーガス (N2，
60 psi)，ターボガス (N2，80 psi) およびコリジョンガス (N2，4 psi) を用いた．フ
マギリンの MS スキャンを行ったところ，[M-H]- に相当する m/z 456.9 に最も強い
イオンピークが得られた．m/z 456.9 のイオンをプリカーサーイオンとしてオリフ
ィスプレートにかかる電圧 (dp)，コリジョンエネルギー (ce) およびコリジョンセ
ル電圧 (cep) を変えながら MS/MS スキャンを行ったところ，dp -15V の時に，m/z
131.0 (ce; -32 eV, cep; -11 V), 102.8 (ce; -66 eV, cep; -7 V) および 175.0 (ce; -26 eV,
cep; -11 V) のフラグメントイオンが得られた．そこで本測定法では，最も強度の
高かった m/z 456.9→131.0 を定量イオンとし，他の 2 つを確認イオンとした．
2－1－8 妥当性評価試験
フマギリンが本分析法で検出されないことを確認した 3 種の蜂蜜 5.0 g に，添加用
標準溶液 (0.01 および 1 g/mL) 50 L を添加し，ボルテックスミキサーで混和した後，
Figure 21 に従って試験溶液の調製を行った．一日 2 試行を 5 日間行い，バリデーショ
ンの各性能パラメーターを求め，ガイドラインの基準と比較した．
2－1－9 残留実態調査
本分析法を用いて，1－1－9 と同じ蜂蜜 160 検体について残留フマギリンの実態調
査を行った．蜂蜜中に薬物の残留が認められた場合，さらに 2 試行を行い，3 試行の
定量結果を平均した．
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2－2 結果および考察
2－2－1 薬物の抽出と精製法
近年，残留農薬 (Anastassiades et al.，2003，Lehotay，2007，2011，Mullin et al.，2010，
Schenck et al.，2008，Wang et al.，2010) および動物用医薬品 (Aguilera-Luiz et al.，2008，
Frenich et al.，2010，Nakajima et al.，2012) の抽出および精製に QuEChERS (quick, easy,
cheap, effective, rugged, and safe) 法が広く取り入れられている．QuEChERS 法は，水
および有機溶媒を用いて食品中から薬物を抽出し，硫酸マグネシウムによる脱水およ
び塩化ナトリウムによる塩析効果を利用し，目的薬物を含む有機溶媒層と夾雑物を含
む水層に液液分配する (Figure 22)．さらに必要に応じて固相抽出カラムを用いて二次
精製をする．この方法は，短時間で前処理を行え，かつ使用溶媒量が少量であるとい
う利点があり，これらを生かして，フマギリンの分析を行うこととした．
Figure 22 Schematic representation of general extraction and clean-up procedure by
QuEChERS method.
Sample+Water
+ Organic solvent
mix
+ Inorganic reagents
(NaCl + MgSO4 + Buffer)
shake+centrifuge
①Extraction ②Clean-up
withliquid-liquid
partitioning
③Clean-up
withsolid-phase
extraction(SPE)
Organic solvent
(target compounds
+ hydrophobic matrix)
water (hydrophilic matrix)
Hydrophilic matrix
Hydrophobic matrix
Target compounds
Target compounds
were eluted.
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フマギリンの抽出条件については，次の 2 点について検討した．
QuEChERS 法の一次精製で高い効果を得るには，蜂蜜の水分含量は 20% と低いた
め，試料への水の添加が必要となる．加えて，アセトニトリルの蜂蜜への直接の添加
は，蜂蜜を固化させ，それらの混和に障害が生じることもあるので，本法での試料へ
の水の添加は必須となる．そこで，抽出の初段階で試料に加える水の量を検討した．
蜂蜜 5.0 g に対し，超純水を 2.5，5，10，15 および 20 mL と添加した．その結果，Figure
23 に示すように，10 mL の超純水を添加した場合，フマギリンの回収率が最も高値の
約 70% となり，SEM も収束した値になった．そこで，蜂蜜に加える超純水の量を 10
mL とした．
Figure 23 Effect of the amount of water added to honey on the recoveries of
fumagillin. Each value is the mean±SEM of five replications.
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次に，有機溶媒に添加するギ酸の濃度について検討した結果を Figure 24 に示す．ア
セトニトリルを用いた時，フマギリンの回収率は 70% 以下であった．フマギリンは
酸性物質のため，アセトニトリルに 0.1，0.2，0.5 および 1% (v/v) のギ酸を加えて，
試料溶液中のフマギリンのカルボキシル基の解離を抑制し，水層からアセトニトリル
の有機溶媒層へ移行させるように試みた．その結果，いずれのギ酸の濃度でも回収率
は 90% 以上になった．他方，測定する溶液中のギ酸濃度が高くなると，LC/MS/MS
法ではフマギリンの分離能が低下した．そこで，ギ酸添加量を最少とし，抽出に用い
る有機溶媒として 0.1% ギ酸含有アセトニトリルを用いることにした．
Figure 24 Effect of the formic acid concentration to acetonitrile on the
recoveries of fumagillin. Each value is the mean±SEM of five replications.
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本研究では，蜂蜜試料の QuEChERS 法による前処理を用いることで，蜂蜜中の糖，
有機酸，アミノ酸およびミネラルなどを測定に影響を与えないレベルまで除去するこ
とができたと推察された．しかしながら，蜂蜜が褐色になる原因である糖の生成物 5-
ヒドロキシフルフラールは QuEChERS 法で目的とする薬物とともに抽出されるため
(Tomosini et al.，2012)，フェノール酸等とともに抽出液中に残留すると考えられた．
夾雑物による影響は，次のように算出した．まず，薬物を添加していないブランクの
ソバ蜜を Figure 21 に従って抽出および精製した試験溶液にフマギリンが 1 g/mL にな
るように加えた．この蜂蜜由来成分を含む標準溶液と蜂蜜由来成分を含まない標準溶
液を LC/MS/MS を用いて測定し，ピーク面積の比を求めた．
夾雑物による影響率＝ a/b×100 (%)
a 蜂蜜由来成分を含む標準溶液から得られたピーク面積
b 蜂蜜由来成分を含まない標準溶液から得られたピーク面積
カラムによる精製を行わない場合，ピーク面積比は 115% であり，夾雑物によりイオ
ン化を促進する影響 (マトリックスエンハンスメント ) があった．このマトリックス
エンハンスメントを固相抽出カラムを用いた二次精製の可否について検討した．ポリ
マー系カラムを用いた既報 (Lopez et al.，2008) では，低回収率 (70%未満 ) であり，
かつ，精製不良のため，LC/MS/MS を用いた測定で夾雑物による影響が観察された．
そこで，イオン交換系の 5 種類の固相抽出カラム，C18 (50 mg) (AiSTI SCIENCE Co.)，
Primary secondary amine (PSA) (30 mg) (AiSTI SCIENCE Co.) ， Mixed-mode weak
cation-exchange (WCX) (1 mL/30 mg)，MAX (1 mL/30 mg) (Waters Corp.)および WAX
(Waters Corp.) の効果を比較検討した．マトリックスエンハンスメントに加えて，精
製しても試験溶液中に残存する夾雑物の減少率およびフマギリンの回収率についても
考慮した (Figure 25)．Figure 25a に示すように，WAX カラムによる精製を行った時，
マトリックスエンハンスメントは 106% となり，夾雑物による影響が最も小さかった．
次に，Figure 25b に示す精製後の試験溶液中に残留する夾雑物の減少率は，以下の
ように算出した．薬物を添加していないソバ蜜を抽出した後，各カラムで精製しなか
った試験溶液中および精製された試験溶液中の夾雑物を LC/MS/MS で分離し， MS に
取り込まれる時間 (11 から 16 分間 ) の夾雑物に由来する総面積に及ぼす精製操作の
影響について検討した．
夾雑物の減少率＝ (a-b)/a×100 (%)
a 精製していない試験溶液から得た総面積
b 精製した試験溶液から得た総面積
各測定イオンの夾雑物減少率の総和が高いのは，PSA，MAX および WAX カラムを用
いた時であった．
Figure 25c に示すように，C18，WCX，MAX および WAX カラムを用いた時，フマ
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ギリンの回収率は約 100% となった．さらに，WAX カラムを用いた時，試験溶液中の
着色成分も除去できた．
蜂蜜中のフマギリン分析には，WAX カラムの精製度が最も良好であった．分析に影
響を与えていた夾雑物は，目的物質との結合あるいはスプレー時の液滴粘度および表
面張力への作用で分析薬物のイオン化の度合いに影響を与えるフェノール酸等酸性物
質と考えられる (Ćirić et al.，2012)．それが弱陰イオン交換作用で WAX カラムに保持
されることで，着色成分の 5-ヒドロキシフルフラールとともに試験溶液内から除去で
きたと推察された．以上の結果から，WAX カラムを用いて二次精製を行うことで，従
来法よりも，蜂蜜中のフマギリンの正確な検出および定量を可能にした．
Figure 25 Effects of cleaning up each SPE column on (a) the matrix
enhancement, (b) the sum of the reduction rate of matrix
coextractives , and (c) the recovery of fumagillin.
Each value is the mean±SEM of five replications.
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2－2－2 LC/MS/MS を用いた測定条件
LC を用いたフマギリンの分析に，C18 カラムを用いて 0.1% ギ酸とアセトニトリル
混液のグラジエント下で測定した結果を Figure 26a に示す．保持時間 12.5 分付近に 3
本のピークが検出された．移動相のグラジエント条件の変更あるいは別のメーカーの
C18 カラムの使用でも，これら 3 本のピークを同定および定量可能なレベルまで分離
することはできなかった．フマギリンは，光分解により cis-trans ジアステレオマーを
生じ， HPLC クロマトグラム上でピークが分かれて検出されると報告されている
(Assil et al.，1991，Guyonnet et al.，1995，Kochansky et al.，2004)．今回の 3 本のピー
クも，このようにして生じたアイソマーによるものと推察された．蜂蜜中に残留する
フマギリンが光によってどのように分解されているかは，各々の試料で異なると考え
られる．蜂蜜中のフマギリンのアイソマーを分離して測定することは，残留するフマ
ギリンの量を測定することを困難にさせることとなる．そこで，これら 3 本のピーク
をフマギリン由来の物質としてひとつのピークで検出する方が分析し易くなると考え，
LC での分離条件の検討を行った．
C18 カラムより保持率の低い C8 カラムを用い，移動相を 2 mM ギ酸アンモニウム水
溶液 (pH 6.7) とアセトニトリル混液のグラジエント下で測定した結果，Figure 26b に
示すように，フマギリンとそのアイソマーの単一のピークが得られた．しかしながら，
分析回数を重ねるとフマギリンの保持時間が安定しなかった．これは，フマギリンが
カルボキシル基をもつ酸性物質 (pKa 5) であるため，移動相の pH がカラムの保持に
影響した結果と推測された．そこで，2 mM ギ酸アンモニウム水溶液に 0.01% および
0.1% になるようにギ酸を加えた．各々の溶液の pH は 3.5 と 2.8 であった．その結果，
0.1% ギ酸含有溶液ではフマギリンの感度が低下したので，0.01% ギ酸含有 2mM ギ酸
アンモニウム水溶液を用いることとした．さらに，有機溶媒をアセトニトリルとメタ
ノールで比較したところ，感度およびピーク形状ともにメタノールの方が，アセトニ
トリルでのそれらより良好であったので，以後の実験ではメタノールを用いることと
した．フマギリンの分析には，カラムは Sunniest C8 カラムを，移動相は 0.01% ギ酸
含有 2 mM ギ酸アンモニウム水溶液とメタノール混液のグラジエントを用いることと
した．その結果，Figure 26c に示すように，高さ 3 倍の良好なピーク形状で，残留フ
マギリンを検出できただけでなく，その定量も可能となった．
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Figure 26 Liquid chromatograms of standard solution of fumagillin  ng/mL, m/z
456.9→131.0). (a)LC condition; C18 column, mobile phase 0.1% formic acid solution
and acetonitrile were mixed using the pump in gradient mode. (b) LC condition; C8
column, mobile phase 2 mM ammonium formate solution and acetonitrile were mixed
using the pump in gradient mode. (c) LC condition; C8 column, mobile phase 0.01%
formic acid-2 mM ammonium formate solution and methanol were mixed using the
pump in gradient mode.
標準溶液 (0.1 から 10 および 1.0 から 100 ng/mL) の 7 段階の濃度に対し，ピーク面
積値をそれぞれプロットし，フマギリンの検量線を作製したところ，Figure 27a およ
び 27b に示すように，検量線はいずれも直線性を示し，かつそれらの相関係数は
r= 0.998 以上であった．
Figure 27 Calibration curve data of fumagillin from standard solution at the concentration
ranged (a) from 0.1 to 10 ng/mL and (b) from 1.0 to 100 ng/mL.
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0.1% ギ酸含有アセトニトリルで希釈した標準溶液の検量線と蜂蜜由来の成分を含
むマトリックス検量線を比較した．アカシア蜜，百花蜜およびソバ蜜由来の成分存在
下でも，この検量線の傾きは変化しなかった (Figure 28)．これらのことは，本分析法
では，フマギリンの定量への夾雑物の影響が少ないことを示した．つまり，標準溶液
の検量線は蜜源に関係なく，蜂蜜中の残留フマギリン定量に適用できることが示され
た．
Figure 28 Effect of matrix on calibration curves of fumagillin.
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定量イオンに対する 2 つの確認イオンとの各々のイオン強度比， (m/z 456.9→102.8)/ 
(m/z 456.9→131.0) と (m/z 456.9→175.0)/ (m/z 456.9→131.0) を Table 9 に示す．フマギ
リンの標準溶液で得られたイオン強度比と 3 種の蜂蜜に添加し，Figure 21 に従って抽
出・精製したフマギリンのイオン強度比の差は， EU ガイダンス (2007) で認められ
ている許容範囲である±20% の範囲内であった．このことは，蜂蜜に残留するフマギ
リンと推測されるピークのイオン比を標準溶液のそれと比較することで，薬物の同定
が可能であることを示した．
Table 9 Ion ratios for the different matrixes calculated from analysis of the fortification
samples.
Ion ratio, %a
Fortification
level, g/kg
(m/z 456.9→102.8)/
(m/z 456.9→131.0) CV
(m/z 456.9→175.0)/
(m/z 456.9→131.0) CV
Acacia 1 38.5 0.5 27.9 4.3Flower of
origin 10 34.2 2.0 24.1 1.4
Multiflower 1 38.8 1.9 28.2 3.5
10 33.9 1.3 23.9 1.9
Buckwheat 1 38.4 1.2 27.8 2.1
10 33.8 1.9 23.7 3.5
0.01 ng/mL 38.5 0.5 27.9 4.3Working standard solutions
0.1 ng/mL 34.2 2.0 27.9 1.4
a Mean of five replications.
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2－2－3 妥当性評価試験
1－2－3 と同じく 3 種の蜂蜜について，本分析法の妥当性評価試験を行った．
2－2－3－1 選択性
アカシア蜜，百花蜜およびソバ蜜に 10 g/kg のフマギリンを添加した時の典型的な
LC/MS/MS のクロマトグラムを Figure 29 に示す．フマギリンのピークとアカシア蜜，
百花蜜およびソバ蜜由来の夾雑物によるピークとの分離は良好であった．つまり，夾
雑ピークはフマギリンの定性および定量に影響しないことが示され，その選択性はガ
イドラインの基準に適合していた．
Figure 29 Chromatograms obtained in MRM mode for acacia, multiflower, and
buckwheat honey spiked with 10 g/kg fumagillin.
(a), (c), (e) : fortified, (b), (d), (f) : unfortified, in each window.
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2－2－3－2 真度および精度
本分析法を用いた時のフマギリンの真度および精度を算出した結果を Table 10 に示
す．真度 93.2 から 97.5%，併行精度 6.9% 以下および室内精度 9.9% 以下で，いずれ
のパラメーターも Figure 7 に示す厚生労働省のガイドラインの基準 (真度 70～120%，
併行精度 25%もしくは 30% 未満および室内精度 30%もしくは 35% 未満 ) に適合した．
本分析法は，前処理での精製度が上昇したことで，蜂蜜の蜜源が異なっても蜂蜜由来
成分の影響をほとんど受けることなく，定性および定量の精度を向上させることがで
きた．
Table 10 Results for single-laboratory validation of the proposed methods for
fumagillin.
AnalyteFortificationlevel,g/kg Trueness,%a Repeatability,%Intermediateprecision,%
Acacia
Fumagillin 0.1 94.7 2.9 3.1
10 93.3 3.3 3.5
Multiflower
Fumagillin 0.1 95.2 2.7 3.8
10 93.2 6.9 9.9
Buckwheat
Fumagillin 0.1 95.2 3.8 4.0
10 97.5 4.7 5.4
a Mean of fifteen replicates.
2－2－3－3 LC/MS/MS 法の検出限界値および定量下限値
LC/MS/MS 測定法で得られたフマギリンのピーク前後のベースラインに対し S/N=3
以上となる濃度 (検出限界値 ) および S/N=10 以上となる濃度 (定量下限値 ) を求めた．
その結果，本分析法のフマギリンの検出限界値は 0.03 g/kg，その定量下限値は 0.1
g/kg となり，既法での分析よりも蜂蜜での定量下限値を低値に設定することができ
た．フマギリンは，ポジティブリスト制にリスト化されていない薬物であるため，現
法では「抗生物質および合成抗菌薬を検出してはならない」というゼロ規制が適用さ
れる．加えて本薬物には，ヒトへの慢性毒性があるため，「不検出」の薬物と同等の厳
しい残留規制が必要である．つまり，本分析法は残留フマギリンの検出に求められる
感度を満足することが示された．
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2－2－4 残留実態調査
本分析法を用いて，市販されている蜂蜜中のフマギリンの残留調査を行った結果を
Table 11 に示す．調査の結果，蜂蜜 160 検体のうち約 13%の 21 検体において，フマギ
リンのピークが検出され，フマギリンの残留が示された．この 21 検体について，再度
2 試行の抽出を行い，定量値および定量イオンと 2 つの確認イオンとのイオン強度比
の平均値を算出した．
Table 11 Results of determination of fumagillin by LC/MS/MS of positive honey
samples.
Ion ratio, %
S ample
No. FloweroforiginC ncn,g/kg
(m/z 456.9→102.8)/
(m/z 456.9→131.0)
(m/z 456.9→175.0)/
(m/z 456.9→131.0)
1 Clover 2.61 32.6(-15%) 22.5(-19%)
2 Golden rods 1.60 35.5(-8%) 25.0(-10%)
3 Acacia 0.79 35.4(-8%) 27.7(-1%)
4 Multiflower0.76 37.7(-2%) 26.7(-4%)
5 Acacia 0.47 35.1(-9%) 28.0(0%)
6 Clover 0.45 38.2(-1%) 26.1(-6%)
7 Multiflower0.23 32.2(-16%) 23.4(-16%)
8 Clover 0.2 31.3(-19%) 23.3(-16%)
9 Clover 0.20 34.8(-10%) 26.9(-4%)
10 Multiflower0.20 33.0(-14%) 26.5(-5%)
11 Acacia 0.19 32.5(-16%) 28.7(+3%)
12 Multiflower0.11 33.4(-13%) 25.2(-10%)
13 Acacia 0.08a 40.0(+4%) 29.0(+4%)
14 Acacia 0.07a 32.4(-16%) 26.5(-5%)
15 Acacia 0.06a 40.5(+5%) 26.9(-4%)
16 Acacia 0.05a 36.2(-6%) 23.4(-16%)
17 Acacia 0.03a 35.3(-8%) 22.6(-19%)
18 Acacia 0.03a 33.1(-14%) 24.4(-13%)
19 Multiflower0.03a 33.5(-13%) 27.6(-1%)
20 Multiflower0.03a 32.8(-15%) 28.9(+4%)
21 Multiflower0.03a 36.9(-4%) 26.9(-4%)
aLower than the LOQs.
( %) The difference between to the ion ratio of standard solution.
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この 21 検体のうち 12 検体から，フマギリンの定量下限値以上の 0.11 から 2.61 g/kg
が検出され，残りの 9 検体は 0.03g/kg (検出限界値 ) 以上かつ 0.1 g/kg (定量下限値
未満 ) となった．各確認イオンとのイオン強度比を求めたところ，(m/z 456.9 →102.8) / (m/z
456.9 → 131.0) は 31.3 から 40.5% および (m/z 456.9 → 175.0) / (m/z 456.9 → 131.0) は 22.5 から
29.0% となった．これらの値は，Table 9 に示す 0.01 ng/mL フマギリン標準溶液のイオン強度
比 (m/z 456.9 →102.8) / (m/z 456.9 → 131.0) の 38.5% および (m/z 456.9 → 175.0) / (m/z 456.9 → 131.0)
の 27.9% との差が，それぞれ -19% から 5% および -19% から 4%であり，この範囲
は EU ガイダンス (2007) で認められている許容範囲である±20%内であった．これら
の結果から，検出されたピークがフマギリンと同定できた．Figure 30b に，フマギリ
ンを検出したクローバー蜜 (検体番号 1) の LC/MS/MS クロマトグラムを示す．定量
イオンおよび 2 つの確認イオンが検出され，Figure 30b のイオン強度比は Figure 30a
に示す対照群フマギリン標準溶液のそれらと一致した．
Figure 30 Chromatograms obtained in the MRM mode for (a) 0.25 ng/mL fumagillin
standard solution, and (b) fumagillin residues in a clover honey sample.
* Ion ratio.
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フマギリンが検出された蜂蜜の蜜源は，百花蜜，アカシア蜜およびクローバー蜜の
3 種類であった．フマギリンが検出された 21 検体からは，フルオロキノロン系合成抗
菌薬は同時に検出されなかった．
我が国では，フマギリンの蜂蜜での残留基準値が設定されていないので，蜂蜜への
残留レベルは，食品衛生法の「抗生物質および抗菌性物質を含有してはならない」が
適用される．すなわち，定量下限値 (0.1 g/kg) 以上の残留量を検出した 12 検体は法
令違反となる．これまでは適切な分析法がなかったために検査対象とならなかったの
で，この様なフマギリン残留を示すことができなかった．フマギリンによる CCD 治療
は，Mid-Atlantic Apiculture Research and Extension Consortium において推奨されている．
2009 年以降に生産された蜂蜜から毎年検出され，2012 年にもフマギリンの残留が確認
されていることから，現在も本薬物の使用が示された．フマギリンは遺伝毒性を発揮
することも明らかにされている．そのため，蜂蜜をヒトが摂取した時の安全性を勘案
し，蜂蜜中のフマギリンの残留基準値を設定する必要があることが，本章の結果から
示された．
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2－3 まとめ
本章では，LC/MS/MS を用いた測定による蜂蜜中に残留するフマギリンの新規分析
法を検討した．
本分析法の特徴は次の 5 点である．
① QuEChERS 法の改良法を用いることで，蜂蜜からの薬物の抽出操作を簡便にした．
この操作は非常に迅速に処理できるため，10 件の検体を同時に検査しても，約 60
分で抽出操作を完了させることができる．この過程での操作数が少ないので，再
現性にも優れている．
② 蜂蜜の夾雑物を分析可能なレベルまで除くため，アセトニトリルと水との液液分
配および弱陰イオン交換型カラムを用いて精製し，イオン化に影響を与える蜂蜜
成分を除去することができた．その結果，LC/MS/MS 法で，選択的にフマギリンを
検出しかつ定量イオンと確認イオンのイオン比で薬物の同定も可能となった．さ
らに，標準溶液で作製した絶対検量線で定量することも可能であり，本分析法の
フマギリンの同定および定量解析の正確さが向上した．
③ MS/MS 検出器を用い，LC 側に特徴的なカラムを接続することによりピーク形状を
改善したため，既報よりも高感度な蜂蜜中の残留フマギリンの検出が可能となっ
た．
④ 蜂蜜中に薬物がどのような状態で残留しているかは，蜂蜜の生産段階および保存
期間で変わってくる．本法では，分析目的とする薬物だけではなく，フマギリン
の分解物も分析できる条件としたため，より正確な残留実態調査が可能となった．
⑤ 厚生労働省から通知されている「残留農薬等試験法の妥当性評価ガイドライン (改
訂 )」に則って，本分析法に対し妥当性を評価した．フマギリンは「選択性，真度，
精度および定量下限値」に設定された基準に適合したので，この信頼性の高い分
析法を用いて，実際の検査を行うことが可能となった．
構築した新規分析法を用いて，市販蜂蜜 160 検体に対し，残留実態調査を行ったと
ころ，約 13%の 21 検体でフマギリンが検出された．この結果から，以前は検査対象
とできなかった蜂蜜に残留するフマギリンの検出が可能なことを本研究で実証した．
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第 3 章 LC/MS/MS による蜂蜜中残留ニトロイミダゾール系駆虫薬の分析法
第 2 章では，CCD を誘発するノゼマ感染症の治療に用いられるフマギリンの新規分
析法の開発について示した．しかしながら，フマギリンが比較的高価な動物用医薬品
であるため，その代替の安価な薬物として養蜂の現場では，ニトロイミダゾール系駆
虫薬のジメトリダゾール，イプロニダゾール，メトロニダゾールおよびロニダゾール
が汎用されている (Figure 31) (Louise et al.，2001，Sakamoto et al.，2011，Zhou et al.，
2007).
Figure 31 Chemical structures of nitroimidazole compounds and metabolites.
ニトロイミダゾール系駆虫薬もフマギリンと同様に，ヒトに対して変異原性，遺伝
毒性および発がん性を示すと報告されている (Dobiás et al.，1994，Raether et al.，2003).
そのため，これらの薬物を CCD の治療に用いる場合，蜂蜜中に薬物が残留する危険性
を考慮しなければならない．なお，我が国では，ニトロイミダゾール系駆虫薬のジメ
トリダゾール，メトロニダゾールおよびロニダゾールは，「不検出項目」の薬物とされ
ている．
ニトロイミダゾール系駆虫薬分析法の現状は次の通りである．測定に GC 法 (Clare
et al.，2005，Wang，2001), GC/MS 法 (Neill et al.，1991), LC 法 (Huang et al.，2011，
Mather et al.，2008，Zhou et al.，2007) および LC/MS 法 (Smith et al.，2009) を用いた
報告がある．しかしながら，これらのいずれも，定量下限値が 1 から 50 g/kg 以上と
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高値であるため，これらの薬物の残留分析への現行分析法の適用は難しい．
一方，ジメトリダゾール，メトロニダゾールおよびロニダゾールの検出法について
は，厚生労働省から LC/MS/MS を用いた試験法が告示されている．この告示試験法を
蜂蜜に適用したところ，定性に用いる定量イオンと確認イオンのイオン比が変化する
ため，検体中の薬物の確認が難しいことが短所となる．加えて，他の LC/MS/MS を用
いた測定例 (Cronly et al.，2010，Daeseleire et al.，2000，Ding et al.，2006，Mohamed
et al.，2008，Sakamoto et al.，2011，Xia et al.，2007) と同様に，厚生労働省が提示し
ているジメトリダゾール，メトロニダゾールおよびロニダゾールの各定量下限値 0.2，
0.1 および 0.2 g/kg を検出できる分析感度が満たされていない点も短所となる．さら
に，定量にはマトリックス検量線も必要となる．その一方で，蜂蜜の蜜源によって夾
雑物による影響が異なるため (Mottier et al.，2008)，マトリックス検量線を用いて，
蜂蜜中の残留薬物量を定量することは困難である．
そこで第 3 章では，蜂蜜中のニトロイミダゾール系駆虫薬の残留実態を迅速かつ正
確に定量できる新規分析法を構築するため，以下の 3 点について検討した．
① LC/MS/MS を用いて蜂蜜を分析する際に問題となる蜂蜜由来の成分を除去でき
る効果的な抽出および精製法については，フマギリンに用いた QuEChERS 法の改
良について検討した．
② LC/MS/MS を用い高感度に測定できるようにするため，LC の分離条件について
検討した．
③ さらに正確なニトロイミダゾール系駆虫薬の残留実態を把握するため，3 種の代
謝物も同時に分析できる方法について検討した．
59
3－1 実験方法
3－1－1 試料
1－1－1 と同様のものを使用した．
3－1－2 標準品
ニトロイミダゾール系駆虫薬の標準品には，ジメトリダゾール，メトロニダゾール
およびイプロニダゾール代謝物 (1-methyl-2-(2’-hydroxyisopropyl)-5-nitoroimidazole,
IPZ-OH) (Sigma-Aldrich) ， イ プ ロ ニ ダ ゾ ー ル お よ び ロ ニ ダ ゾ ー ル (Hayashi Pure
Chemical Industry) ， ジ メ ト リ ダ ゾ ー ル お よ び ロ ニ ダ ゾ ー ル に 共 通 の 代 謝 物
(2-hydroxymethyl-1-methyl-5-nitroimidazole, HMMNI) (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg,
Germany) ， メ ト ロ ニ ダ ゾ ー ル 代 謝 物 (1-(2-hydroxyethyl)-2-hydroxymethyl
-5-nitroimidazole, MNZ-OH) (Witega, Berlin, Germany) を用いた．
3－1－3 標準原液
各薬物の標準品を 10 から 11 mg (純度補正 ) 秤量した．メタノールに溶解後，100 mL
に定容し，各標準原液 (100 g/mL) とした．調製した標準原液を，遮光瓶中で暗所に
4℃で保存した．これら原液は，少なくとも調製後，1 年間安定であった．
3－1－4 混合標準溶液
標準溶液はいずれも使用する直前に調製した．標準原液を 1% 酢酸含有アセトニト
リルで段階希釈し，添加用にそれぞれ 0.01 g/mL のイプロニダゾールおよびメトロニ
ダゾール，それぞれ 0.02 g/mL のメトリダゾールおよびロニダゾール，それぞれ 0.05
g/mL の HMMNI， IPZ-OH および MNZ-OH を含む混合標準溶液 1 および 7 薬物をそ
れぞれ 0.1 g/mL 含む混合標準溶液 2 を調製した．さらに，検量線用にそれぞれ 0.005
から 0.5 g/mL のイプロニダゾールおよびメトロニダゾール，それぞれ 0.01 から 1
g/mL のジメトリダゾールおよびロニダゾール，それぞれ 0.05 から 5 g/mL の HMMNI，
IPZ-OH および MNZ-OH を含む 7 段階の濃度の混合標準溶液を調製した．
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3－1－5 試薬
(a) 超純水，アセトニトリル，メタノールおよびギ酸は，1－1－5 と同様のものを用い
た．
(b) 酢酸 (99.5%; LC/MS grade)，ギ酸アンモニウム水溶液 (1 mol/L; LC grade) は，Wako
Pure Chemical Industries Ltd のものを用いた．
(c) 無機塩試薬は，Wako Pure Chemical Industries Ltd から購入した試薬をそれぞれ秤量
し，ニトロイミダゾール系駆虫薬用 (塩化ナトリウム 5.0 g，クエン酸三ナトリウ
ム二水和物 1.5 g，無水硫酸マグネシウム 4.0 g) に小分けしたものを用いた．
(d) 1% 酢酸含有アセトニトリルは，1 mL の酢酸を 100 mL のアセトニトリルに混和し
て調製した．
3－1－6 薬物の抽出と精製法
十分に攪拌した蜂蜜 5.0 g をポリプロピレン製遠心管 (50 mL) 内に秤量した．超純
水 5 mL を加え，ボルテックスミキサ－を用いて 1 分間混和した．さらに，1% 酢酸含
有アセトニトリル 10 mL を加え，同様に 1 分間攪拌した．この混液にニトロイミダゾ
ール系駆虫薬用無機塩試薬を加え，さらに 1 分間攪拌した．攪拌後，9600×g，15 分
間，4℃で遠心し，得られた上清画分のアセトニトリル層をメスフラスコに移した．メ
スフラスコ内の溶液を，1% 酢酸含有アセトニトリルを用いて 10 mL に定容し，これ
を抽出液とした．精製に用いる InertSep アルミナ N カラム (1 mL/100 mg；GL Sciences
Inc., Tokyo, Japan) は，使用前に，アセトニトリル 1 mL を用いてコンディショニング
を行った．このアルミナ N カラムに，抽出液 1 mL を，1 分間かけて通過させ，流出
液を 2 mL の定容試験管に回収した．続いて，アルミナ N カラムを 1% 酢酸含有アセ
トニトリル 1 mL を用いて溶出し，溶出液を前述の定容試験管に回収した．定容試験
管内の溶液を，1% 酢酸含有アセトニトリルを用いて 2 mL に定容した．この溶液 1 mL
を遮光バイアルに入れ，LC/MS/MS 法での測定に用いた (Figure 32)．
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Figure 32 Sample preparation procedure for analysis of nitroimidazoles in honey.
Sample (honey) 5.0 g
add water 5 mL
mix on a vortex (1 min)
add acetonitrile containing 1% acetic acid 10 mL
mix on a vortex (1 min)
add inorganic reagents for nitroimidazoles
: sodium chloride 5.0 g, trisodium citrate dihydrate 1.5 g
magnesium sulfate 4.0 g
mix on a vortex (1 min)
centrifuge (9600 x g, 15 min, 4oC)
The acetonitrile layer
dilute to 10 mL with acetonitrile containing 1% acetic acid
The Extraction solution 1 mL
Alumina-N column
pass through
elute from alumina-N column with acetonitrile containing 1% acetic acid 1 mL
Both eluates
collect into a volumetric test tube
dilute to 2 mL with acetonitrile containing 1% acetic acid
The examination solution in an amber glass vial
LC/MS/MS
62
3－1－7 LC/MS/MS を用いた測定条件
(a) LC 条件： 分離は，LC-20A シリーズ装置を用いて行った．分析カラムは Discovery
HS-F5 (150×2.0 mm id, 3 m pd) (Sigma-Aldrich) を接続した．移動相には， (A)
0.01% 酢酸水溶液と (B) アセトニトリルをグラジエント (0% B (2 min), 0-90% B
(8 min), 90% B (5min), 90-10% B (0.1 min), and 0% B (5min)) で用いた．流速は 0.2
mL/min，カラム温度は 40℃，注入量は 3 L とした．
(b) MS/MS 条件：MS 検出器は，API 5500 Qtrap mass spectrometer を使用した．MS/MS
のイオン化は，エレクトロスプレイモード (ポジティブ ) で行い，イオンスプレー
電圧は 5.5 kV，イオン源の温度は 700oC および電圧は 10 V と設定した．ガスは，
カーテンガス (N2，40 psi)，ネブライザーガス (N2，60 psi)，ターボガス (N2，80 psi)
およびコリジョンガス (N2，8 psi) を用いた．ニトロイミダゾール系駆虫薬 4 種と
その代謝物 3 種の MS Scan を行ったところ，[M+H]+ イオンに最も強いイオンピー
クが得られた．各 [M+H]+イオンをプリカーサーイオンとして，オリフィスプレー
トにかかる電圧， コリジョンエネルギーおよびコリジョンセル電圧を変えながら
MS/MS スキャンを行ったところ，1 つのニトロイミダゾール系駆虫薬に対し 2 つ
のフラグメントイオンが得られた．そこで本測定法では，最も強度の高かったイ
オンを定量イオンとし，他方のイオンを確認イオンとした．それぞれのニトロイ
ミダゾール系駆虫薬の Multiple-reaction monitoring 条件を Table 12 に示す．
Table 12 Multiple reaction monitoring parameters of nitroimidazoles.
Nitroimidazoles Transition, m/z
Declustering
potential, V Collision energy, eV
Collision cell exit
potential, V
DMZ 141.9→ 95.7a 31 23 4
141.9→ 80.7 29 4
IPZ 170.0→109.1a 56 35 10
170.0→124.0 25 18
MNZ 172.0→128.0a 51 21 12
172.0→ 81.9 35 14
RNZ 200.9→139.9a 56 15 26
200.9→ 55.0 27 4
HMMNI 157.9→139.8a 76 17 22
157.9→ 54.8 25 6
IPZ-OH 186.0→167.8a 71 21 22
186.0→120.9 37 12
MNZ-OH 187.9→126.0a 61 27 10
187.9→122.8 19 14
a Ion used for quantif ication.
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3－1－8 妥当性評価試験
ニトロイミダゾール系駆虫薬 4 種とその代謝物 3 種が本分析法で検出されないこと
を確認した 3 種の蜂蜜 5.0 g に，混合標準溶液 1 あるいは 2 を 50 L を添加し，ボル
テックスミキサーで混和した後，Figure 32 に従って試験溶液の調製を行った．一日 2
試行を 5 日間行い，バリデーションの各性能パラメーターを求め，ガイドラインの基
準と比較した．
3－1－9 残留実態調査
本分析法を用いて，1－1－9 と同様の蜂蜜 160 検体について残留ニトロイミダゾー
ル系駆虫薬の実態調査を行った．蜂蜜中に薬物の残留が認められた場合，さらに 2 試
行を行い，3 試行の定量結果を平均した．
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3－2 結果および考察
3－2－1 薬物の抽出と精製法
フマギリンに用いた抽出および精製方法を 7 種のニトロイミダゾール系駆虫薬 (ジ
メトリダゾール，イプロニダゾール，メトロニダゾール，ロニダゾール，HMMNI，
IPZ-OH および MNZ-OH) に適用したところ，代謝物の回収率が低かったので，さらに
改良を行い，ニトロイミダゾール系駆虫薬に最適な方法とすることとした．
抽出条件において，まず，フマギリン同様，抽出の初段階で蜂蜜に添加する超純水
の量を検討した．ニトロイミダゾール系駆虫薬 (それぞれ 1 g/kg) をソバ蜜に添加し
て，薬物の回収率を算出した．超純水を 5，10，15 および 20 mL と添加したところ，
Figure 33 に示すように，超純水の添加量の増大に伴い，ニトロイミダゾール系駆虫薬
の回収率が低下した．比較的回収率の低い MNZ-OH のそれが 70% を超えたのは 5 mL
の時だけであったので，超純水の添加量は 5 mL とした．
Figure 33 Effect of the amount of water added to honey on the
recoveries of nitroimidazoles. Each value is the mean±SEM of five replications.
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次に，有機溶媒に添加する酸の種類について検討した．アセトニトリルのみを用い
た時，MNZ-OH の回収率は最大値でも 70% に留まった．ニトロイミダゾール系駆虫
薬は酸化的代謝を経て，ヒドロキシル化体となる．そこで，アセトニトリルに 1% ギ
酸あるいは 1% 酢酸を加えて，ヒドロキシル基の解離を抑制し，水層からアセトニト
リル層への移行効率を上昇させることを試みた．アセトニトリルにギ酸を添加したと
ころ，メトロニダゾール以外は，回収率がギ酸添加前と比較して低下した．酢酸を添
加したところ，本実験で試験したニトロイミダゾール系駆虫薬の回収率はいずれも
78% 以上となった (Figure 34)．酢酸濃度は，0.1% も検討したが，薬物の回収率が安
定していたのは 1％ 酢酸添加であった．そこで，ニトロイミダゾール系駆虫薬を検
出・定量するための抽出溶媒は，1% 酢酸含有アセトニトリルとした．
Figure 34 Effect of the kind of extraction solvent on the recoveries of nitroimidazoles.
Each value is the mean±SEM of five replications.
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次に，塩析に用いる塩化ナトリウムの濃度について検討した．塩化ナトリウム 0.2%
では，回収率が最も低値となったロニダゾールの場合，その値は 70% 以下であった．
蜂蜜由来の夾雑物存在下と非存在下のロニダゾール標準溶液 (0.25 g/mL) のピーク
面積の比率からイオン化におけるマトリックスの影響を求めたところ，夾雑物存在下
のピーク面積は約 70% であった．この結果から，夾雑物によるイオン化抑制効果の
関与で，本薬物の回収率が低下したと考えられた．夾雑物を減少させることを目的と
し，塩化ナトリウム濃度を 0.2，0.4 および 1.0% にしたところ，1.0% の濃度の時に
夾雑物存在下のピーク面積は 83% となりマトリックスによる抑制効果が軽減された．
その結果，ロニダゾールの回収率は 79% に上昇し，かつ他の薬物の回収率も 80%以
上を保持していたので，塩析のための塩化ナトリウムの濃度を 1.0% とした (Figure
35)．
Figure 35 Effect of the concentration of NaCl on the recoveries of nitroimidazoles.
Each value is the mean±SEM of five replications.
蜂蜜中のニトロイミダゾール系駆虫薬の二次精製に，フマギリンで用いた WAX カ
ラムを用いたところ，2 つの問題点を見出した．第 1 点は，ロニダゾール，HMMNI
および MNZ-OH の回収率が 70% 以下となったことである．第 2 点は，ロニダゾール
の夾雑物存在下のピーク面積が 68% になり，マトリックスによる抑制効果が観察さ
れたことである．
そこで，MAX，アミノプロピル (NH2) (30 mg) (AiSTI SCIENCE Co.)，PSA およびア
ルミナ－N カラムを用いた精製について検討した．Figure 36 に示すように，アルミナ
－N カラムを用いた場合のみ，ロニダゾールのマトリックスによる抑制効果が軽減さ
れ，70% 以上の回収率が得られるようになった．加えて，試験溶液中の着色成分も除
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去できたので，試料の精製にはアルミナ－N カラムを用いることとした．
本分析に影響していた蜂蜜中の夾雑物は，アルミナ－N カラムの分離特性から，低
極性の高級芳香族化合物や糖の生成物であり，アルミナ－N カラムはこれらの物質を
保持することで試験溶液内から問題となる夾雑物を除去したと考えられた．これらの
結果から，アルミナ－N カラムを用いて二次精製を行うことで，ニトロイミダゾール
系駆虫薬の定量の精度を上昇させることを可能にした．
Figure 36 Effect of cleaning up each SPE column on (a) the recovery of
nitroimidazoles, and (b) matrix effect.
Each value is the mean±SEM of five replications.
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3－2－2 LC/MS/MS を用いた測定条件
LC を用いたニトロイミダゾール系駆虫薬の測定に既報の C18 カラムを用い，移動
相として超純水とメタノール混液のグラジエント条件を試行した (Sakamoto et al.,
2011)．しかしながら，この方法では，1% 酢酸含有アセトニトリルで希釈したニトロ
イミダゾール系駆虫薬の標準溶液のピークを検出することはできなかった．そこで，
0.01% 酢酸とアセトニトリル混液のグラジエントを用いたところ，保持時間 6.9 から
10.4 分のところでニトロイミダゾール系駆虫薬のピークを検出することができた．本
条件下では，HMMNI，メトロニダゾール，MNZ-OH およびロニダゾールの 1/2 ピーク
幅が 0.2 から 0.6 分に広がった．加えて Figure 37a に示すように，MNZ-OH の tailing
factor が 0.31 でピークが台形状となり，至適分析条件ではないことが明らかにされた．
これはニトロイミダゾール系駆虫薬の代謝物のような高極性の物質は，有機溶媒で希
釈すると希釈溶媒が移動相の一部として作用し，C18 カラムに保持され難くなるため
と推測された．そこで，ペンタフルオロフェニル基の修飾でカラムの水溶性を上げた
ペ ン タ フ ル オ ロ フ ェ ニ ル カ ラ ム (Discovery HS F5, Sigma-Aldrich) に 変 更 し た
(Yoshida et al.，2007)．その結果，Figure 37b に示すように，保持時間 8.3 から 10.7 分
のところに鋭敏なシングルピークとして MNZ-OH が検出された．さらに，注入量を
10 から 3 L に減量することで 1/2 ピーク幅がせまくなった．これらの結果から，いず
れのニトロイミダゾール系駆虫薬のピークも， 1/2 ピーク幅は 0.1 分以下となり，
tailing factor が 0.99 から 1.39 とピーク形状が改善され，MNZ-OH は既報で検出される
量の 1/10 量でも検出可能となった．
Figure 37 Liquid chromatograms of standard solution of MNZ-OH (10 ng/mL, m/z
187.9→126.0). (a) LC condition; C18 column, mobile phase 0.01% acetic acid solution
and acetonitrile were mixed using the pump in gradient mode. (b) LC condition;
Discovery HS F5 column, mobile phase 0.01% acetic acid solution and acetonitrile were
mixed using the pump in gradient mode.
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混合標準溶液 (ジメトリダゾールおよびロニダゾールはそれぞれ 0.01 から 1.0
ng/mL，イプロニダゾールおよびメトロニダゾールはそれぞれ 0.005 から 0.5 ng/mL，
HMMNI，IPZ-OH および MNZ-OH はそれぞれ 0.05 から 5 ng/mL) の 7 段階の濃度に対
し，ピーク面積値をそれぞれプロットし，ニトロイミダゾール系駆虫薬の検量線を作
製した．Figure 38 に示すように検量線はいずれも直線性を示し，かつそれらの相関係
数 は r= 0.9993 以上であった．
Figure 38 Calibration curve data from
standard solution of nitroimidazoles.
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1% 酢酸含有アセトニトリルで希釈した標準溶液の検量線と蜂蜜由来の成分を含む
マトリックス検量線を比較した．アカシア蜜，百花蜜およびソバ蜜由来の成分存在下
でも，いずれの薬物の検量線の傾きも変化しなかった (Figure 39)．これらの結果は，
本分析法では，ニトロイミダゾール系駆虫薬の定量への夾雑物の影響が少ないことを
示した．つまり，標準溶液の検量線は蜜源に関係なく，蜂蜜中の残留ニトロイミダゾ
ール系駆虫薬の定量に適用できることが示された．
Figure 39 Effect of matrix on calibration
curve of nitroimidazoles.
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定量イオンに対する確認イオンとのイオン強度比を Table 13 に示す．ニトロイミダ
ゾール系駆虫薬の標準溶液で得られたイオン強度比と蜂蜜に薬物を添加し，Figure 32
に従って抽出精製したニトロイミダゾール系駆虫薬のイオン強度比の差は，EU ガイ
ダンス (2007) で認められている許容範囲である±20% の範囲内であった．このこと
は，蜂蜜に残留するニトロイミダゾール系駆虫薬と推測されるピークのイオン比を標
準溶液のそれと比較することで，薬物の同定が可能であることを示した．
Table 13 Ion ratios for the different matrixes calculated from analysis of the fortification
samples.
FloweroforiginWorkingstandard
solutions Acacia MultiflowerBuckwheat
Ion ratio, %a Ion ratio, %aNitroimi-
dazoles
Concn,
g/mL averageCV
Fortificati
on level,
g/kg averageCV averageCV averageCV
DMZ 0.05 37.0 5.5 0.2 34.8 7.4 35.2 7.9 35.6 5.6
0.25 39.7 6.7 1.0 37.5 4.3 35.8 4.4 34.8 5.2
IPZ 0.025 80.9 4.7 0.1 77.9 5.5 83.1 5.0 78.7 5.1
0.25 81.9 0.8 1.0 81.6 1.3 82.9 0.9 81.7 1.7
MNZ 0.025 57.9 5.6 0.1 60.4 5.7 57.5 8.6 56.3 3.8
0.25 57.7 1.8 1.0 59.3 3.7 57.8 2.1 54.6 7.4
RNZ 0.05 43.6 7.7 0.2 37.0 6.3 40.3 6.5 44.3 6.5
0.25 39.9 4.8 1.0 44.3 6.0 43.2 8.4 47.1 1.7
HMMNI 0.125 66.2 2.0 0.5 68.1 10.0 65.0 11.0 68.5 7.0
0.25 62.8 7.4 1.0 68.6 8.4 68.4 3.7 67.6 5.1
IPZ-OH 0.125 90.6 1.6 0.5 90.8 8.4 95.9 7.6 93.7 7.6
0.25 98.9 4.7 1.0 96.3 7.0 100.0 4.7 101.0 3.7
MNZ -OH 0.125 61.9 5.1 0.5 62.2 4.7 65.2 4.9 61.9 8.8
0.25 67.7 2.1 1.0 61.3 2.9 61.1 6.6 68.9 5.4
aMeanoffiver plicat ons.
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3－2－3 妥当性評価試験
1－2－3 と同じく 3 種の蜂蜜について，本分析法の妥当性評価試験を行った．
3－2－3－1 選択性
夾雑物の最も多いソバ蜜に，定量下限値濃度のニトロイミダゾール系駆虫薬 (0.2
g/kg のジメトリダゾール，0.1 g/kg のイプロニダゾール，0.1 g/kg のメトロニダゾ
ール，0.2 g/kg のロニダゾール，0.5 g/kg の HMMNI，0.5 g/kg の IPZ-OH および
0.5 g/kg の MNZ-OH) を添加した時の典型的な LC/MS/MS のクロマトグラムを Figure
40 に示す．ニトロイミダゾール系駆虫薬のピークとソバ蜜由来の夾雑ピークとの分離
は良好であり，夾雑ピークがニトロイミダゾール系駆虫薬の定性および定量に影響を
及ぼすものではないことが示され，選択性はガイドラインの基準に適合していた．
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Figure 40 Chromatograms obtained in MRM mode for (a) buckwheat honey
spiked with 0.2 g/kg DMZ, 0.1 g/kg IPZ, 0.1 g/kg MNZ, 0.2 g/kg RNZ, 0.5
g/kg HMMNI, 0.5 g/kg IPZ-OH, 0.5 g/kg MNZ-OH, and (b) for corresponding
blank buckwheat honey.
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3－2－3－2 真度および精度
本分析法を用いた時のニトロイミダゾール系駆虫薬の真度および精度を算出した
結果を Table 14 に示す．真度 76.9 から 98.5%，併行精度 9.5% 以下および室内精度
14.2% 以下で，いずれのパラメーターも Figure 7 に示す厚生労働省のガイドラインの
基準 (真度 70～120%，併行精度 30% 未満および室内精度 35% 未満 ) に適合した．本
分析法は，前処理における精製度を上げたことで，蜂蜜の蜜源が異なっても蜂蜜由来
成分の影響をほとんど受けることなく，定性および定量の精度を向上させることがで
きた．
Table 14 Results for single-laboratory validation of the proposed methods for
nitroimidazoles.
AnalyteFortificationlevel,g/kg Trueness,%a Repeatability,%Intermediateprecision,%
Acacia
DMZ 0.2 93.6 3.0 4.8
IPZ 0.1 98.5 2.9 5.8
MNZ 0.1 94.1 6.3 6.7
RNZ 0.2 85.4 9.5 9.5
HMMNI 0.5 83.3 5.7 5.4
IPZ-OH 0.5 95.0 2.8 3.6
MNZ -OH 0.5 80.3 6.6 6.3
Multiflower
DMZ 0.2 88.7 4.7 4.1
IPZ 0.1 97.5 5.9 8.7
MNZ 0.1 88.6 7.6 10.6
RNZ 0.2 76.9 6.8 7.0
HM MNI 0.5 84.5 6.6 8.3
IPZ-OH 0.5 90.7 4.8 7.6
MNZ -OH 0.5 79.8 6.9 8.6
Buckwheat
DMZ 0.2 93.1 4.3 7.9
IPZ 0.1 89.2 6.4 8.6
MNZ 0.1 93.3 6.7 6.9
RNZ 0.2 78.0 6.3 5.7
HMMNI 0.5 88.5 6.2 8.6
IPZ-OH 0.5 82.4 3.5 5.1
MNZ -OH 0.5 86.5 5.5 14.2
a Mean of fifteen replicates.
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3－2－3－3 LC/MS/MS 法の検出限界値および定量下限値
LC/MS/MS 測定法で得られた対象薬物のピーク前後のベースラインに対し S/N=3 以
上となる濃度 (検出限界値 ) および S/N=10 以上となる濃度 (定量下限値 ) を求めた．
その結果，本分析法の検出限界値はメトロニダゾールおよびイプロニダゾールが 0.03
g/kg，ジメトリダゾールおよびロニダゾールが 0.06 g/kg，HMMNI， IPZ-OH および
MNZ-OH が 0.15 g/kg であった．定量下限値はメトロニダゾールおよびイプロニダゾ
ールが 0.1 g/kg，ジメトリダゾールおよびロニダゾールが 0.2 g/kg，HMMNI，IPZ-OH
および MNZ-OH が 0.5 g/kg となった．メトロニダゾール，ジメトリダゾールおよび
ロニダゾールにおいては，告示試験法と同等の定量下限値を得ることができ，法令に
則った蜂蜜の分析が可能となった．
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3－2－4 残留実態調査
本分析法を用いて，市販されている蜂蜜中のニトロイミダゾール系駆虫薬の残留調
査を行った結果を Table 15 に示す．蜂蜜 160 検体のうち約 24% の 39 検体からメトロ
ニダゾールのピークが検出された．これらメトロニダゾールを検出した 39 検体のうち
7 検体 (検体番号 2，3，7，8，14，26 および 28) から，代謝物の MNZ-OH のピーク
も検出された．これらの結果から，メトロニダゾール残留が示された．これら 39 検体
について，再度 2 試行の抽出を行い，定量値および定量イオンと確認イオンとのイオ
ン強度比の平均値を算出した．
Table 15 Results of determination of metronidazole and MNZ-OH by LC/MS/MS of
positive honey samples.
(a) metronidazole (≧LOQ)
MNZ MNZ -OH
S ample
No.
FloweroforiginConcn,g/kg Ion ratio, % Concn,g/kg Ion ratio, %
1 Thyme 0.58 60.4(+4%) ND
2 Acacia 0.28 52.2(-10%) 0.25a 61.2(-1%)
3 Lotus 0.23 57.5(-1%) 0.22a 62.2(0%)
4 Eucalyptus 0.23 56.3(-3%) ND
5 Acacia 0.21 56.3(-3%) ND
6 Acacia 0.17 57.9(0%) ND
7 Multiflower0.16 57.9(0%) 0.21a 61.9(0%)
8 Acacia 0.16 46.5(-20%) 0.22a 74.2(+20%)
9 Chestnuts 0.16 56.9(-2%) ND
10 Multiflower0.13 58.3(+1%) ND
11 Multiflower0.13 61.1(+6%) ND
12 Clover 0.13 56.5(-2%) ND
13 Multiflower0.11 54.6(-6%) ND
aLower than the LOQs.
ND means“not detected”.
( %) The difference between to the ion ratio of standard solution.
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Table 15. (Continued)
(b) metronidazole (LOD≦, <LOQ)
MNZ MNZ -OH
S ample
No.
Floweroforigin
Concn,g/kg Ion ratio, % Concn,g/kg Ion ratio, %
14 Orange 0.07a 47.1(-19%) 0.28a 52.2(-16%)
15 Multiflower0.07a 58.9(+2%) ND
16 Multiflower0.07a 60.7(+5%) ND
17 Multiflower0.07a 47.7(-18%) ND
18 Multiflower0.07a 57.1(-1%) ND
19 Multiflower0.06a 58.5(+1%) ND
20 Multiflower0.06a 59.3(+2%) ND
21 Orange 0.05a 57.8(0%) ND
22 Multiflower0.04a 54.6(-6%) ND
23 Multiflower0.04a 47.2(-18%) ND
24 Multiflower0.04a 57.7(0%) ND
25 Acacia 0.04a 59.2(+2%) ND
26 Clover 0.04a 46.6(-20%) 0.17a 65.3(+5%)
27 Multiflower0.04a 57.0(-2%) ND
28 Clover 0.04a 56.7(-2%) 0.16a 67.7(+9%)
29 Lotus 0.04a 59.0(+2%) ND
30 Multiflower 0.04a 51.5(-11%) ND
31 Acacia 0.04a 47.2(-18%) ND
32 Multiflower0.04a 57.7(0%) ND
33 Multiflower0.04a 49.2(-15%) ND
34 Acacia 0.04a 46.4(-20%) ND
35 Multiflower0.03a 56.7(-2%) ND
36 Lotus 0.03a 58.0(0%) ND
37 Orange 0.03a 63.1(+9%) ND
38 Multiflower0.03a 62.6(+8%) ND
39 Multiflower0.03a 56.8(-2%) ND
aLower than the LOQs.
ND means“not detected”.
( %) The difference between to the ion ratio of standard solution.
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メトロニダゾールは，39 検体のうち 13 検体が定量下限値よりも高値となり，蜂蜜
中の残留量は，0.11 から 0.58 g/kg であった．一方，残りの 26 検体では 0.03g/kg (検
出限界値 ) 以上かつ 0.1 g/kg (定量下限値 ) 未満の残留量となった．一方，MNZ-OH
は 7 検体とも 0.15 g/kg (検出限界値 ) 以上かつ 0.5g/kg (定量下限値 ) 未満の残留量
となった．各確認イオンとのイオン強度比を求めたところ，メトロニダゾール (m/z 172.0
→81.9) / (m/z 172.0 → 128.0) は 46.4 から 63.1% および MNZ-OH (m/z 187.9 → 122.8) / (m/z 187.9
→ 126.0) は， 52.2 から 74.2% となった．これらの値は，Table 13 に示すメトロニダゾールの標準溶
液 0.025 g/mL で得られたイオン強度比 (m/z 172.0 →81.9) / (m/z 172.0 → 128.0) の 57.9 % お
よび MNZ-OH の標準溶液 0.125 g/mL で得られた (m/z 187.9 → 122.8) / (m/z 187.9 → 126.0) の
61.9 % との差はそれぞれ -20% から 9% および -16% から 20% と EU ガイダンス
(2007) で認められている許容範囲である±20% の範囲内であった．これらの結果から，
本法で検出されたピークは，メトロニダゾールおよび MNZ-OH と同定された．
Figure 41 および 42 に，メトロニダゾールと MNZ-OH が同時に検出されたアカシア
蜜 (検体番号 2) の LC/MS/MS クロマトグラムを示す．定量イオンおよび 1 つの確認
イオンが検出され，これらイオン強度比は等しいことが示された．
Figure 41 Chromatograms obtained in the MRM mode for (a) 0.05 ng/mL MNZ
standard solution, and (b) MNZ residues in an acacia honey sample.
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Figure 42 Chromatograms obtained in the MRM mode for (a) 0.125 g/mL MNZ-OH
standard solution, and (b) MNZ-OH residues in an acacia honey sample.
* Ion ratio.
メトロニダゾールが検出された蜂蜜の蜜源は，百花蜜，アカシア蜜，クローバー
蜜，オレンジ蜜，レンゲ蜜，クリ蜜，タイム蜜およびユーカリ蜜の 8 種類であった．
対象の 39 検体のうち，メトロニダゾール残留量は定量下限値以下，かつフルオロキノ
ロン系合成抗菌薬も同時に検出された蜂蜜は 8 検体，フマギリンを同時に検出したの
は 2 検体あり，ニトロイミダゾール系駆虫薬は，フルオロキノロン系合成抗菌薬やフ
マギリンと併用されていることが示された．
ニトロイミダゾール系駆虫薬は，食品衛生法の「不検出」薬物に設定されているの
で，定量下限値よりも高い残留量を検出した 13 検体は法令違反となる．本薬物はこれ
まで厚生労働省から分析法が告示されていたにもかかわらず，蜂蜜にはその分析法が
適用できなかったため，本薬物を検査対象にできなかった．このような背景から，今
回薬物の残留を示すことができたことは，蜂蜜の安全性を確保する上で意義がある．
ニトロイミダゾール系駆虫薬は，発がん性を示すため，日本を含めた多くの国々で使
用が認められていない．しかしながら，2012 年の時点でも蜂蜜への残留が確認されて
いることから，未だにニトロイミダゾール系駆虫薬の使用が示された．
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3－3 まとめ
本章では，LC/MS/MS を用いた測定による蜂蜜中に残留するニトロイミダゾール系
駆虫薬の新規分析法を検討した．
本分析法の特徴は次の 5 点である．
① フマギリン同様，QuEChERS 法の改良法を用いることで，蜂蜜からの薬物の抽出操
作を簡便にした．
② 蜂蜜の夾雑物を分析可能なレベルまで除くため，アセトニトリルと水との液液分
配およびアルミナ－N カラムを用いて精製し，イオン化に影響を与える蜂蜜成分を
除去することができた．その結果，LC/MS/MS 法で，選択的に対象薬物を検出しか
つ定量イオンと確認イオンのイオン比で薬物の同定も可能となった．さらに，標
準溶液で作製した絶対検量線で定量することも可能であり，本分析法のニトロイ
ミダゾール系駆虫薬の同定および定量解析の正確さを向上させることができた．
③ MS/MS 検出器を用い，LC 側に特徴的なカラムを接続することによりピーク形状を
改善したため，高感度な測定が可能となった．この結果，定量下限値は，ニトロ
イミダゾール系駆虫薬の告示試験法と同等となり，告示試験法の代替とできるこ
とを示した．
④ 本法では，分析目的とする薬物だけではなく，ニトロイミダゾール系駆虫薬の代
謝物も分析できる条件としたため，より正確な残留実態調査を可能とした．
⑤ 厚生労働省から通知されている「残留農薬等試験法の妥当性評価ガイドライン (改
訂 )」に則って，本分析法に対し，妥当性を評価した．7 種のニトロイミダゾール
系駆虫薬は「選択性，真度，精度および定量下限値」に設定された基準に適合し
たので，この信頼性の高い分析法を用いて，実際の検査を行うことが可能となっ
た．
構築した新規分析法を用いて，市販蜂蜜 160 検体に対し，残留実態調査を行ったと
ころ，約 24%の 39 検体でメトロニダゾールが，さらにそれらの中の 7 検体でその代
謝物も検出された．この結果から，以前は「不検出項目」ではあったが分析法の整備
が不十分なため，検査対象にできなかった蜂蜜に残留するニトロイミダゾール系駆虫
薬の検出が可能であることを本研究で実証した．
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総括
本研究では，蜂蜜中に残留する動物用医薬品の新規分析法を提示した．
対象薬物は，蜂蜜に残留基準値がないフルオロキノロン系合成抗菌薬，ポジティブ
リストにリスト化されていないフマギリンおよび残留基準値はあるが蜂蜜に適した分
析法の整備が不十分であったニトロイミダゾール系駆虫薬とした．
これらの薬物の従来からの分析法では選択性，感度および定量性が低く，測定が困
難であった．そこで，新規分析法の開発を試みた．分析法開発に際し，次の要素に留
意した．
① 簡便かつ効率
② 高感度
③ 正確さ
④ 信頼性確保
⑤ 低コスト
本研究で開発した分析法は，これらの要素に以下の点が相当する．
フルオロキノロン系合成抗菌薬の分析法
① 簡便かつ効率：微生物学的スクリーニング法を用いることで検出に要する時
間が短縮されかつ労力が軽減された．
② 高感度：微生物学的スクリーニング法の条件変更により，検出限界値は従来
法より低くなった．LC (蛍光検出器 ) 法および LC/MS/MS 法を用いた二次試験で，
さらに低濃度の薬物まで検出可能とした．
③ 正確さ：薬物の精製段階で，陽イオン交換型と陰イオン交換型カラムを連結
させ，夾雑物を除去することで， LC (蛍光検出器 ) 法で検出された薬物の同定お
よび定量を可能とした．
④ 信頼性確保：妥当性評価ガイドラインの基準にすべて適合した．
⑤ 低コスト：微生物学的スクリーニングで薬物の残留を判断することで分析対
象となる検体を効率的に検知することが可能となった．
フマギリンの分析法
① 簡便かつ効率：前処理に QuEChERS 法を用いることで抽出および精製の時間
を 1/10 に短縮できた．
② 高感度：LC/MS/MS 法での，検出感度を上昇させた．
③ 正確さ：有機溶媒と水との液液分配および弱陰イオン交換型カラムの組み合わ
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せで精製を行うことで，測定に用いる溶液中の夾雑物を除去し， LC/MS/MS 法で
検出された薬物の同定および正確な定量を可能とした．
④ 信頼性確保：妥当性評価ガイドラインの基準にすべて適合した．
⑤ 低コスト：定量のために用いる高価な内部標準物質が不要であると同時に，
使用試薬量を 1/4 に削減できた．
ニトロイミダゾール系駆虫薬の分析法
① 簡便かつ効率：前処理に QuEChERS 法を用いることで抽出および精製の時間
を 1/10 に短縮できた．
② 高感度：LC/MS/MS 法での，検出感度を約 10 倍に上昇させた．
③ 正確さ：有機溶媒と水との液液分配およびアルミナ－N カラムの組み合わせで
精製を行うことで，測定に用いる溶液中の夾雑物を除去し， LC/MS/MS 法で検出
された薬物の同定および正確な定量を可能とした．
④ 信頼性確保：妥当性評価ガイドラインの基準にすべて適合した．
⑤ 低コスト：定量のために用いる内部標準物質が不要であると同時に，使用試
薬量を 1/4 に削減できた．
以上の要素を満たしたことから，本研究で検討した各新規分析法の有用性が示され
た．これらの分析法を活用することで，これまで検査対象としていなかった 3 系統の
動物用医薬品 15 項目の検査を新たに実施できることになり，検査体制を強化すること
ができた (Figure 43)．
Figure 43 The positioning of the novel determinations.
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実際，これらの分析法を用いて，蜂蜜 160 検体の実態調査を行ったところ，ノルフ
ロキサシン，エンロフロキサシン，シプロフロキサシン (エンロフロキサシンの代謝
物 )，フマギリン，メトロニダゾールおよびメトロニダゾールの代謝物の残留の有無を
我が国で初めて示すことができた．これら動物用医薬品の残留量から蜂蜜製品の食品
衛生法への適否を明示し，検査した蜂蜜のうち 33 検体が法令違反となることを示し
た．つまり，違反の検出率を従来の 1% から，本分析法を用いることで 21% に上げ
ることができた．
このうち，2008 年にノルフロキサシンを検出した蜂蜜は，Figure 44 の新聞に掲載さ
れたように違反品として排除することができた．この実績を基に，フルオロキノロン
系合成抗菌薬は，開発した分析法が検査標準作業書に収載され，2009 年に検査体制が
整えられ，運用されている．フマギリンおよびニトロイミダゾール系駆虫薬は，CCD
が未だ問題になっており使用される可能性が高いことから，継続してモニタリングが
必要であることを示した．
以上の本分析法の開発データと残留実態調査の結果は，我が国での蜂蜜へのフルオ
ロキノロン系合成抗菌薬の残留基準値の設定およびフマギリンのポジティブリストへ
の掲載に寄与すると期待される．すなわち，本研究は我が国の蜂蜜中に残留する動物
用医薬品の検査の発展に貢献し，蜂蜜の食品としての安全性を高める指針を提示でき
た (Figure 44).
Figure 44 Schematic representation of the contribution to the food safety.
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